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(57) Abstract 

A composition for transfecting higher eucaryotic cells with a complex of nucleic acid and a nucleic acid-affine substance is 
possibly conjugated with an internalization factor for such cells. The composition contains an endosomolytic agent that is a free 
or bound virus or virus component or a viral or non-viral peptide with endosomolytic properties. 

(57) Zusammenfassung 

Zusammensetzung fiir die Transfektion von hoheren eukaryotischen Zellen nut einem Komplex aus Nukleinsaure und 
Nukleinsaure-affmer Substanz, die gegebenenfalls mit einem Internalisierungsfaktor fiir diese Zellen konjugiert ist. Die Zusam- 
mensetzung enthalt ein endosomolytisches Mittel, das entweder ein freies oder ein gebundenes Virus oder eine Virus komponente 
oder ein virales oder nicht-virales Peptid mit endosomolytischen Eigenschaften ist. 
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Zusammensetzung fur das Einbringen von Nukleinsaure- 
Komplexen in hohere eukaryotische Zellen 

Die Erfindung bezieht sich auf das Einbringen von 
Nukleinsauren in hohere eukaryotische Zellen. 

Bedarf an einem effizienten System fur das Einfuhren 
von Nukleinsaure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust , um in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. um im Falle 
eines genetischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Die "klassische" Gentherapie beruht auf dem Prinzip, 
durch eine einmalige Behandlung eine dauernde Heilung 
zu erzielen. Daneben besteht jedoch Bedarf an 
Behandlungsmethoden, bei denen die therapeutisch 
wirksame DNA (oder auch mRNA ) wie ein Medikament 
( " Gentherapeut ikum " ) je nach Bedarf einmalig oder 
wiederholt verabreicht wird. Beispiele fur genetisch 
bedingte Erkrankungen, bei denen die Gentherapie einen 
erf olgversprechenden Ansatz darstellt, sind Hamophilie, 
-beta- Thai as samie und "Severe Combined Immune 
Deficiency" ( SCID ) , ein Syndrom, das durch einen 
genetisch bedingten Mangel des Enzyms Adenosindeaminase 
hervorgeruf en wird. Anwendungsmoglichkeiten bestehen 
weiters bei der Immunregulation, wobei durch 
Verabreichung f unktioneller Nukleinsaure, die fur ein 
sekretiertes Protein-Antigen oder fur ein nicht- 
sezerniertes Protein-Antigen kodiert, mittels einer 
Impfung eine humorale oder inrrazellulare Immunitat 
erzielt wird. Weitere Beispiele fur genetische Defekte, 
bei denen eine Verabreichung von Nukleinsaure, die fur 
das defekte Gen kodiert, z.B. in individuell auf den 
Bedarf abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind 
Muskeldystrophie ( Dystrophin-Gen ) , Cystische Fibrose 
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("Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
gene" ) , Hypercholesterolamie ( LDL-Rezeptor-Gen ) . 
Gentherapeutische Behandlungsmethoden sind wexters 
potential dann von Bedeutung, wenn Hormone, 
Wachstumsfaktoren Oder cytotoxisch oder 
immunmodulierend wirkende Proteine im Organismus 
synthetisiert werden sollen. 

Die Gentherapie stelit auch einen erf olgversprechenden 
Ansatz fur die Behandlung von Krebs dar, wobex sog. 
"Krebsvaccine" verabreicht werden. Urn die 
Immunogenizitat von Tumorzellen zu erhohen, werden 
diese verandert, urn sie entweder starker antigenisch zu 
machen, oder um sie zu veranlassen, bestimmte 
immunmodulierende Substanzen zu erzeugen, z.B. 
zytokine, die dann eine Immunantwort auslosen. Um dies 
zu bewirken, werden die Zellen mit DNA transf iziert, 
die fur ein Zytokin, z.B. IL-2, IL-4, IFN-gamma, TNF-a, 
kodiert. Bisher wurde Gentransfer in autologe 
Tumorzellen hauptsacnlich mittels retroviraler Vektoren 

durchgef iihx-t . 

Die bisher am weitesten fortgeschrittenen Technologien 
fur die Anwendung von Nukleinsauren im Rahmen der 
Gentherapie benutzen retroviral Systeme fur den 
Transfer von Genen in die ZelXe (Wilson et al., 1990, 
Kasid et al., 1990). Die Verwendung von Retroviren xst 
jedoch problematisch, weil sie, zumindest zu einem 
geringen Prozentsatz, die Gefahr von Nebenwirkungen wie 
infektion mit dem Virus (durch Rekombination mit 
endogenen Viren oder Kontamination mit Helferviren und 
mogliche anschlieBende Mutation zur pathogenen Form) 
oder Entstehung von Krebs in sich birgt. AuBerdem xst 
die stabile Transformation der somatischen Zellen des 
Patienten, wie sie mit Hilfe von Retroviren erzielt 
wird, nicht in jedem Fall vriinschenswert , weil dadurch 
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die Behandlung, z.B. bei Auftreten von Nebenef f ekten, 
nur mehr schwer ruckgangig gemacht werden kann, 
AuBerdem ist es bei dieser Therapief orm schwierig, 
einen genugend hohen Titer zu erhalten, urn genugend 
Zellen zu infizieren. 

Nukleinsauren als therapeutisch wirksame Substanzen 
kommen auBerdem zur Anwendung , um bestimmte 
Zellf unktionen zu inhibieren, z.B. haben sich Antisense 
RNAs und -DNAs als wirksame Mittel fur die selektive 
Inhibierung bestimmter Gensequenzen erwiesen. Ihre 
Wirkungsweise ermoglicht ihre Anwendung als 
Therapeutika zur Blockierung der Expression bestimmter 
Gene (wie deregulierter Onkogene Oder viraler Gene) in 
vivo. Es wurde bereits gezeigt, da6 kurze Antisense- 
Oligonukleotide in Zellen importiert werden und dort 
ihre inhibierende Wirkung ausiiben konnen ( Zamecnik 
et al., 1986), wenngleich ihre intrazellulare 
Konzentration, u.a. wegen ihrer beschrankten Aufnahme 
durch die Zellmembran auf Grund der starken negativen 
Ladung der Nukleinsauren, gering ist. 

Ein- weiterer Ansatz ~zur selektiven Tnhibierung "von """" 
Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen. Auch hier 
besteht das Bediirfnis, eine moglichst hone 
Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewahrleisten, woftir der Transport in die Zelle einer 
der limitierenden Faktoren ist. 

Die Anwendung der Gentherapie zur Erzielung einer 
intrazellularen Immunitat umfaSt die Transduktion von 
Genen, die eine Schutzwirkung gegen Viren haben (sog. 
"protective genes"), z.B. transdominante Mutationen von 
Genen, die fur virale Proteine kodieren, oder DNA- 
Molekiile, die fur sog. "RNA decoys" kodieren. 
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Es besteht daher Bedarf an Methoden, um die Expression 
von DNA in der Zelle zu ermoglichen. 

Es wurden bereits mehrere Losungen vorgeschlagen, den 
Transport von Nukleinsauren in lebende Zellen, der bei 
deren therapeutischer Anwendung einen der limitierenden 
Faktoren darstellt, zu verbessern. 

Fur die Gentransformation von Saugetierzellen in vitro 
sind verschiedene Techniken bekannt, deren 
Anwendbarkeit in vivo jedoch beschrankt ist (dazu 
zShlen das Einbringen von DNA mittels Liposomen, 
Elektroporation, Mikroinjektion, Zellfusion, 
DEAE-Dextran oder die Calciumphosphat- 
prazipitationsmethode ) . 

in jungster Zeit wurden rekombinante virale Vektoren 
entwickelt, die den Transfer von Genen bewerkstelligen, 
indem sie sich der ef f izienten Eintrittsmechanismen 
ihrer Ausgangsviren bedienen. Diese Strategie wurde bei 
der Konstruktion rekombinanter retroviraler und 
adenoviraler Vektoren angewendet, urn einen hoch 
wirksamen Gentransfer in ^itro und in vivo zu erzielen 
(Berkner, 1988). Bei all ihrer Wirksamkeit sind diese 
Vektoren Beschrankungen, und zwar hinsichtlich der 
GroBe und Konstruktion der zu trans ferierenden DNA, 
unterworfen. AuBerdem bringen diese Mittel 
Sicherheitsrisken aufgrund des Co-Transfers von 
lebensfahigen viralen Gen-Elementen des Ursprungsvirus 
mit sich. 

Um diese Beschrankungen zu umgehen, wurden alternative 
Strategien fur den Gentransfer entwickelt, denen 
Mechanismen zugrundeliegen, deren sich die Zelle fur 
den Transport von Makromolektilen bedient. Ein Beispiel 
dafur ist der Import von Genen in die Zelle iiber den 
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auBerst leistungsf ahigen Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose (Wu und Wu, 1987, Wagner et al . , 1990, und 
EP-A1 0388 758). Dieser Ansatz bedient sich 
bifunktioneller molekularer Konjugate, die eine DNA- 
Bindungsdomane und eine Domane mit Spezifitat fur einen 
Zelloberf lachen-Rezeptor aufweisen ( Wu und Wu, 1987, 
Wagner et al . , 1990). Wenn die Erkennungsdomane vom 
Zelloberf lachen-Rezeptor erkannt wird, wird das 
Konjugat iiber den Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose internalisiert , wobei die an das Konjugat 
gebundene DNA mittransportiert wird. Mit Hilfe dieser 
Methode konnten Gentransf er-Raten erzielt werden, die 
den herkommlichen Methoden zumindest ebenblirtig waren 
(Zenke et al., 1990). 

Es konnte gezeigt werden, daB mittels dieses Systems in 
die Zelle transportierte DNA exprimiert wird und daB im 
Falle der Verwendung inhibierend wirkender Nukleinsaure 
die inhibierende Wirkung durch das Transportsystem 
nicht beeintrachtigt wird . 

Die PCT-Anmeldung W091/17773 bezieht sich auf ein 
System fur den Transport von Nukleinsauren -mit 
spezifischer Wirkung fur T-Zellen. Dieses System macht 
Gebrauch von Zelloberf lachenproteinen der T-Zell- 
Abstammungslinie, z.B. CD4, dem vom HIV- Virus benutzten 
Rezeptor. Die zu importierende Nukleinsaure wird mit 
einem Protein- Polykation- Konjugat komplexiert, dessen 
Proteinanteil ein Protein mit der Fahigkeit ist, an das 
T-Zell-Oberflachenprotein, z.B. CD4, zu binden und 
Zellen, die dieses Oberf lachenprotein exprimieren, mit 
den erhaltenen Protein-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexen in Beruhrung gebracht. Es konnte nachgewiesen 
werden, daB mit Hilfe dieses Systems in die Zelle 
transportierte DNA in der Zelle exprimiert wird. 
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Diesen beiden Erfindungen gemeinsam ist das Merkmal. 
daB sie spezifische Zellfunktionen benutzen, um den 
import der Nukleinsaure in die Zelle zu ermoglichen 
oder zu erleichtern. 

in beiden Fallen laufen die Auf nahmemechanismen unter 
Beteiligung von Faktoren ab, die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als "Intemalisierungsf aktoren" 
bezeichnet werden. Darunter sind Faktoren zu verstehen, 
die, im engeren Oder weiteren Sinn zelltypspezif isch, 
gegebenenfalls unter Mitwirkung weiterer Faktoren 
(z B. zelloberflachenproteinen), an die Zelloberf lache 
binden und intemalisiert werden. ( Im Falls der beiden 
oben erwannten Erfindungen ist der 

Intemalisierungsfaktor Transferrin bzw. ein an ein 
T-Zell-Oberflachenantigen bindendes Protein, z.B. em 
anti-CD4-Antikorper. ) Der Intemalisierungsfaktor ist 
mit einer Substanz polykationischen Charakters 
konjugiert, die aufgrund ihrer Affinitat zu 
Nukleinsauren eine Verbindung zwischen dem 
Intemalisierungsfaktor und der Nukleinsaure herstellt. 
(Derartige Substanzen werden im folgenden als 
"Nukleinsaure-affine Substanzen" Oder, im Zusammenhang 
mit DNA "DNA-Bindungsdomane" bezeicnnet. Wenn eine 
solche Substanz als Bestandteil des Konjugats zwischen 
der Nukleinsaure und einem Intemalisierungsfaktor eine 
Verbindung herstellt, wird sie im folgenden als 
"Verbindungsfaktor" bezeicnnet. ) 

Im Zuge dieser beiden Erfindungen war festgestellt 
worden, daB ein Optimum far die Aufnahme von 
Nukleinsaure in die Zelle erzielt werden kann, wenn das 
Verhalnis Konjugat: Nukleinsaure so gewahlt wurde, daB 
die Internalisierungsfaktor-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexe weitgehend elektroneutral waren. Ausgehend von 
dieser Beobachtung wurden die Methoden verbessert, die 
fUr den Import von Nukleinsauren in hbhere 
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eukaryotische Zellen Internalisierungsfaktor- 
Verbindungsf aktor/Nukleinsaure-Komplexe benutzen. 

Von Wagner et al . , 1991a, wurde eine Methode 
beschrieben, mit Hilfe derer die Effizienz von 
Systemen, bei denen die Aufnahme von Nukleinsauren 
mittels Internalisierungsfaktoren erfolgt, verbessert 
werden kann. Die Menge der in die Zelle auf genommenen 
Nukleinsaure-Menge wird nicht verringert, wenn ein Teil 
der Transf errin-Polykation-Kon jugate durch nicht- 
kovalent gebundenes Polykation ersetzt wird; in 
bestimmten Fallen kann sogar eine betrachtliche 
Steigerung der DNA-Auf nahme erreicht werden. 
Untersuchungen zum molekularen Zustand von Trans ferrin- 
Polykation-Plasmid-DNA-Komplexen, die mit als optimal 
ermittelten DNA/Konjugat-Verhaltnissen hergestellt 
worden waren, hatten ergeben, daB die Plasmid-DNA in 
Gegenwart der Konjugate zu toroiden Strukturen ( ahnlich 
"doughnuts") mit einem Durchmesser von ca, 80 - 100 nm 
verdichtet vorliegt. ) 

Die mit an T-Zellen bindenden Proteinen als 

-Internalisierungsf aktor -durchgef uhrten Versuche 

brachten ahnliche Ergebnisse. 

Der Zusatz freier Nukleinsaure-af finer Substanz(en) 
bewirkt auch dann eine Steigerung der Effizienz des 
Import systems, wenn eine andere Nukleinsaure-af fine 
Substanz als Verbindungsf aktor verwendet wird. 

•> 

Die von Wagner et al . , 1991a, beschriebenen Komplexe, 
* die mittels Internalisierungsf aktor uber Endozytose in 

hohere eukaryotische Zellen aufgenommen werden, 
enthalten Nukleinsaure, komplexiert mit einem 
Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor-Kon j ugat . 
Zusatzlich enthalten die Komplexe eine oder mehrere 
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Nukleinsaure-affine Substanzen, die gegebenenf alls 
identisch sind mit dem Verbindungsf aktor . in nicht- 
kovalent gebundener Form derart, da8 die durch das 
Konjugat erzielte Internalisierung und/oder Expression 
der Nukleinsaure gesteigert wird, was in erster Lmie 
auf eine kondensierende Wirkung, mSglicherweise aber 
auch auf andere Mechanismen zuriickzuf iihren sein durfte. 

wenn auch mit Hilfe dieser Methode die Express ionsraten 
der importier-ten Nukleinsaure gesteigert werden 
konnten, so ist sie dennoch Beschrankungen unterworfen. 
Die Brauchbarkeit dieses Systems in einem gegebenen 
Zusammenhang wird nicht ausschlieSlich durch das 
Vorhandensein des jeweils fur das System relevanten 
Zelloberflachenrezeptors bestimmt; die Beschrankungen, 
denen die Anwendung dieses Systems unterliegt, sind 
vermutlich eine Folge davon, daS die in Endosomen 
intemalisierten Konj ugat-DNA-Komplexe in die Lysosomen 
gelangen, wo sie enzymatisch abgebaut werden. Urn den 
Anteil von Nukleinsaure, der in den Zellkern gelangt 
und dort seiner Bestimmung gemaS exprimiert wird, zu 
steigem, wurde in Experimenten, die der vorliegenden 
Erfindung vorangegangen sind, versucht, die 
Transfektion der Zellen in Gegenwart von Substanzen 
durchzuf iihren, die die enzymatische Aktivitat in den 
Lysosomen inhibieren, sog. lysosomatroper Substanzen. 
Mit Hilfe dieser Ma6nahme konnte eine verstarkte 
Expression der importierten DMA erzielt werden; die 
erzielten Reaktionen waren jedoch in Abhangigkeit der 
verwendeten Substanz stark unterschiedlich - 
ausgewahlte lysosomatrope Substanzen bewirkten eine 
Verstarkung des Gentransf ers , wahrend andere diesen 
sogar inhibierten. So wurde z.B. f estgestellt, daS der 
effiziente Import von DNA von der Anwesenheit der 
schwachen Base Chloroquin abhangt ( Zenke et al., 1990, 
Cotten et al., 1990). Dieser durch Chloroquin erzielte 
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Effekt durfte jedoch nicht bzw. nicht ausschlieBlich 
darauf zuruckzufuhren sein, da6 Chloroquin den pH-Wert 
in den Lysosomen erhoht; anhand verschiedener 
Experimente wurde f estgestellt , daB andere Substanzen, 
die ebenso wie Chloroquin die Fahigkeit zur Modulation 
des pH-Werts aufweisen, wie Monensin, Ammoniumchlorid 
oder Methylamin, Chloroquin nicht ersetzen konnten, in 
verschiedenen Experimenten zeigten einige dieser 
Substanzen sogar eine inhibierende Wirkung. Weiters 
wurde f estgestellt , daB verschiedene Zielzellen 
unterschiedliche Reaktionen auf dieselbe lysosomatrop 
wirkende Substanz zeigen. 

Da der Gentransfer auf physiologischem Weg, wie ihn die 
Rezeptor-verraittelte Endozytose mittels Nukleinsaure- 
Komplexen darstellt, grofle Vorteile aufweist ( nicht - 
toxischer Mechanismus des Durchtritts durch die 
Zellmembran; Mdglichkeit der Verabreichung biologisch 
aktiver Nukleinsauren, wie Gene, Genabschnitte Oder 
Zellfunktionen spezifisch inhibierende Nukleinsauren, 
auf repetitiver oder kontinuierlicher Basis; 
Moglichkeit des zellspezif ischen Targeting ; 
Herstellbarkeit der Kon jugate in groBen Mengen ) , 
besteht das Bediirfnis, dieses System effizienter zu 
machen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
den Import von Nukleinsaure in hohere eukaryotische 
Zellen zu verbessern. (Unter "Import" bzw. "Transfer" 
wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung auBer dem 
Eintritt der Nukleinsaure-Komplexe in die Zelle durch 
die Zellmembran auch die Lokalisierung der Komplexe 
bzw. der daraus f reigesetzten Nukleinsaure innerhalb 
der Zelle bis zum Erreichen eines fur deren Expression 
geeigneten Ortes verstanden. ) Die hoheren 
eukaryotischen Zellen sind dem Fachmann gelaufig; Hefen 
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werden nicht dazugezahlt (Watson et al., 1987). 

Eine Vielzahl von Viren bewerkstelligen ihr Eindringen 
in den eukaryotischen Wirt uber Mechanismen, die im 
Prinzip denen der Rezeptor-vermittelten Endozytose 
entsprechen. Eine Virusinfektion auf Basis dieses 
Mechanismus beginnt im allgemeinen mit der Bindung von 
Viruspartikeln an Rezeptoren auf der Zellmembran. Im 
AnschluB daran erfolgt die Internal isierung des Virus 
in die Zelle. Dieser Internalisierungsvorgang folgt 
einer gemeinsamen Route, entsprechend detn Eintritt von 
physiologischen Liganden oder von Makromolekiilen in die 
zelle: Die Rezeptoren auf der Zelloberf lache ordnen 
sich zunachst in Gruppen an, urn ein sog. "coated pit" 
zu bilden, daraufhin stulpt sich die Membran nach innen 
und bildet ein von einer Hiille umgebenes Vesikel. 
Nachdem sich dieses Vesikel seiner Clathrin-HUlle 
entledigt hat, erfolgt in seinem Inneren mit Hilfe 
einer in der Membran lokalisierten Protonenpumpe eine 
Ansauerung. Dadurch wird die Freisetzung des Virus aus 
dem Endosom hervorgerufen. In Abhangigkeit davon, ob 
das Virus eine Lipidhiille aufweist oder nicht, wurden 
zwei Arten der Freisetzung des Virus aus dem Endosom in 
Betracht gezogen: Im Fall von sog. "nackten" Viren 
(z.B. Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus) wurde 
vorgeschlagen, daB der niedrige pH-Wert 
Konfonnationsanderungen in Virusproteinen hervorruft. 
Dadurch werden hydrophobe Domanen freigelegt, die bei 
physiologischem pH-Wert nicht zuganglich sind. Diese 
Domanen erlangen dadurch die Fahigkeit, mit der 
Endosomenmembran in Wechselwirkung zu treten und damit 
die Freisetzung des Virusgenoms aus dem Endosom ins 
Zytoplasraa zu bewirken. Von Viren mit Lipidhiille 
(z.B. vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest Virus, 
Influenza Virus) wird vermutet, daB der niedrige 
pH-Wert die Struktur oder Konformation einiger 
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Virusproteine modifiziert, wodurch die Fusion der 
Virusmembran mit der Endosomenmembran gef ordert wird . 
Viren, die mit Hilfe dieses Mechanismus in die Zelle 
eindringen, weisen bestimmte molekulare Besonderheiten 
auf, die es ihnen ermoglichen, die Endosomenmembran 
auf zubrechen, um sich Eintritt ins Zytoplasma zu 
verschaffen. 

Andere Viren, z.B. die eine Hulle aufweisenden Viren 
Sendai, HIV und einige Moloney Leukamie-Virusstamme, 
Oder die keine Hulle aufweisenden Viren SV40 und 
Polyoma benotigen fur ihr Eindringen in die Zelle kein 
niedriges pH-Milieu, konnen entweder direkt an der 
Zelloberf lache eine Fusion mit der Membran herbeifiihren 
(Sendai Virus, raoglicherweise HIV) oder aber sie 
vermogen Mechanismen auszulosen, um die Zellmembran 
aufzubrechen oder sie zu passieren. Es wird angenommen , 
daB auch die pH-Wert-unabhangigen Viren den Endozytose- 
Weg benutzen konnen (McClure et al., 1990). 

Bex der Losung der gestellten Aufgabe wurde von der 
Uberlegung ausgegangen, den von bestimmten Viren bei 
— deren Eindringen in eukaryotische Zellen benutzten- 
Mechnismus auszunutzen, um den Import von Nukleinsaure- 
Komplexen in die Zelle zu verbessern und dadurch die 
Expression zu steigern. 

Es wurde bereits versucht, Proteine gemeinsam mit Viren 
in die Zelle zu internalisieren (Otero und Carrasco, 
1987). Dabei wurde f estgestellt , daB die 
Permeabilisierung der Zelle durch das Virus fur das 
Einschleusen von Makromolekulen ausgenutzt wird. Bei 
den dabei ablaufenden Vorgangen durfte es sich um 
Flussigphasen-Mechnismen handeln . 

Anhand des Epidermalen Wachstumsf aktors ( Epidermal 
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Growth Factor, EGF). konjugiert an ein Toxin, wurde 
festgestellt, daB dieser natiirliche Ligand, der nach 
Bindung an seinen Rezeptor durch Endozytose in die 
zelle aufgenommen wird, gemeinsam mit dem Adenovirus, 
das ebenf alls iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose in 
die Zelle aufgenommen wird, in demselben Endosom landet 
und aus diesem, ebenf alls gemeinsam mit dem Virus, ins 
Zytosol freigesetzt wird (FitzGerald et al . , 1983). 

Es wurde iiberraschend festgestellt, daB die Gegenwart 
bestimmter Agenzien (z-B. Viren, viruskomponenten oder 
andere Wirkstoffe), die hinsichtlich ihres 
Eintrittsmechanismus in eukaryotische Zellen die 
Eigenschaften bestimmter Viren aufweisen, eine 
erhebliche Steigerung der Expressionsrate der als Teil 
eines Komplexes in die Zelle importierten Nukleinsaure 
bewirkt. Dieser Befund war vor allem deshalb 
iiberraschend, weil die in die Zelle auf genonunenen 
Nukleinsaure-Komplexe sehr groB sind. 

Die vorliegende Erf indung betrif ft somit eine 
Zusammensetzung fur die Transfektion von hoheren 
eukaryotischen Zellen mit einem Komplex aus 
Nukleinsaure und Nukleinsaure-af finer Substanz, die 
gegebenenfalls mit einem Internalisierungsf aktor fur 
diese Zellen gekoppelt ist. Die Zusammensetzung ist 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Mittel enthalt, das 
die Fahigkeit hat, per se Oder als Bestandteil des 
Nukleinsaure-Komplexes, in die zu trans fizierenden 
Zellen aufgenommen zu werden und den Inhalt der 
Endosomomen, in denen der Komplex nach Eintritt in die 
Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma f reizusetzen. 

Dieses Mittel wird im folgenden als "endosomolytisches 
Mittel " bezeichnet . 
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Die Fahigkeit der endosomolytischen Mittel, in die zu 
trans fizierenden Zellen auf genommen zu werden und den 
Inhalt der Endosomomen, in denen sie nach Eintritt in 
die Zelle lokalisiert sind, ins Zytoplasma 
freizusetzen, wird im folgenden als "Auf nahmef unktion" 
bezeichnet. Diese Auf nahmef unktion setzt sich zusammen 
aus der Fahigkeit, aktiv, uber Rezeptor-abhangige 
Endozytosemechanismen, oder passiv, liber die 
Fliissigphase Oder als Bestandteil des Nukleinsaure- 
Komplexes, in die Zelle internalisiert zu werden, und 
der Fahigkeit, Endosomen auf zubrechen, die im 
allgemeinen als "endosomolytische Aktivitat" oder 
"Endosomolyse" bezeichnet wird. 

In einer Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein Virus. In einer anderen 
Aus flihrungs form ist das endosomolytische Mittel eine 
Viruskomponente. Das Virus bzw. die Viruskomponente , 
die in diesen Ausf uhrungsf ormen der Erfindung 
eingesetzt werden, werden im folgenden als "freie(s) 
Virus(komponente)" bezeichnet. 

"Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde die "Wirkung" 
einer zunehmenden Dosis an Adenoviren auf die 
Gentransfer-Kapazitat einer konstanten Menge 
Transf errin-Polylysin-Konjugat in HeLa-Zellen 
untersucht, wobei als Reportergen das Lucif erase-Gen 
verwendet wurde. Die durch das Adenovirus bewirkte 
Verstarkung des Genstransf ers erreichte ein Maximum bei 
1x104 Viruspartikeln pro Zelle, einer Zahl, die der 
ungefahren Anzahl von Adenovirus- Rezeptoren pro HeLa- 
Zelle entspricht. Die bis zu 2000fache Verstarkung der 
Lucif erase-Expression gegenuber der Expression, die mit 
den Transf errin-Polylysin-Konj ugaten allein erzielt 
wird, entsprach der hoheren Virus-Dosis. In einer 
weiteren Versuchsreihe wurde die Kapazitat 
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limitierender Mengen von Konjugat-DNA-Komplexen in 
Gegenwart einer konstanten Adenovirus-Dosis untersucht. 
Es vairde f estgestellt, daS die Aufnahme von Adenoviren 
in die Zellen den durch die Trans f err in-Polyly sin 
vermittelten Gentransfer uber einen weiten Bereich von 
DNA-Dosierungen verstarkte. Die maximale Starke der 
Genexpression, die durch die Konjugat-DNA-Komplexe 
erzielt wurde, entsprach der Starke, die mit lOOmal 
weniger DNA erzielt wurde, wenn Adenoviren zur 
Verstarkung der Transf ektionsef f izienz verwendet 
wurden . 

Die Wirkung der von Adenovirus auf den Gentransfer 
wurde sowohl fur nicht-komplexierte als auch fur DNA 
untersucht, die mit Polylysin oder mit Transferrin- 
Polylysin-Konjugaten komplexiert worden waren 
(Fig. 3A). GemaB dieser Analyse verstarkte die 
Anweseniieit von Adenovirus wahrend der Transfektion den 
Transfer von nackter, nicht-komplexierter DNA nur 
geringfugig. In starkem Gegensatz dazu wurde der 
Transfer von DNA, komplexiert mit Polylysin oder mit 
Transf errin-Polylysin-Konj ugaten, durch 

Adenoviruszugabe verstarkt, wobei dieser Effekt bei den 
Transferxin-Polylysin-Konjugaten wesentlich starker 
auftrat. Da der Polykationenanteil im Konjugat nicht 
nur dazu dient, die Verbindung zwischen DNA und 
Transferrin herzustellen, sondern auch deutliche 
strukturelle Anderungen in der Struktur der DNA bewirkt 
( Kompaktierung zu toroiden Strukturen; Wagner et al., 
1991a), konnte aufgrund der Experimente zunachst keine 
Unterschexdung getroffen werden, ob der beobachtete 
Effekt auf einen verstarkten Transport der durch das 
Polykation kondensierten DNA in der flussigen Phase 
oder auf eine durch das Virus bewirkte Steigerung des 
Transports von Rezeptor-gebundenem Konjugat-DNA-Komplex 
zuruckzufiihren ist. Um zwischen diesen beiden 
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Moglichkeiten zu unterscheiden, wurden sequentielle 
Bindungsversuche durchgefuhrt (Fig. 3B ) . Die Bindung 
von Transf errin-Polylysin-DNA oder Polylysin-DNA- 
Komplexen bei niedriger Temperatur ohne 
Internalisierung ermoglicht es, vor der Behandlung mit 
dem Adenovirus uberschussigen Komplex in der fliissigen 
Phase zu entfernen ( FitzGerald et al . , 1983 ). Wenn so 
vorgegangen wurde, wurde der Transport der Rezeptor- 
gebundenen Transf errin-Polylysin-DNA-Komplexe durch 
Zusatz von Adenovirus-Partikeln signifikant erhdht, was 
fur die Polylysin-DNA-Komplexe nicht zutraf. Es ist 
daher der Eintritt der DNA in die Zelle uber Rezeptor- 
vermittelte Endozytose, der spezifisch verstarkt wird. 

Weiters wurde untersucht, welche spezifische Funktion 
des Adenovirus es ist, die eine Verstarkung des 
Rezeptor-vermittelten Gentransfers bewirkt (Fig. 3C). 
Milde Hitzebehandlung der Virus-Partikel andert nichts 
an ihrer Fahigkeit, an die Zellmembran der Zielzellen 
zu binden, beeintrachtigt jedoch ihre Fahigkeit, nach 
ihrem Eintritt in die Zelle die Endosomen aufzubrechen 
(Defer et al . , 1990). Aufgrund dieser Gegebenheit 
konnten die ■ unterschiedlichen Effekte der Virusbindung 
und des Eintritts des Virus in die Zelle getrennt 
untersucht werden. Bei den im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgef uhrten Versuche wurde f estgestellt , 
daS eine Hitzeinaktivierung die Fahigkeit der Viren, 
den uber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablaufenden 
Gentransfer zu verstarken, komplett beseitigte. Daraus 
wurde die SchluSf olgerung gezogen, daS die Verstarkung 
des Gentransfers mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten spezifisch auf die Fahigkeit des Adenovirus, 
als Teil ihrer Auf nahme funk tionen Endosomen aufbrechen 
zu konnen, zuriickzuf uhren ist. Die Tatsache, daB ein 
replikationsdef ekter Virusstamm eine Verstarkung der 
Genexpression herbeif uhren konnte, bestatigt die 
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Annahme, daB dieses Phanomen nicht auf die 
Replikationsfunktion, sondern auf die Auf nahmefunkizion 
des Virions zuruckzuf uhren ist. 

Um die MSglichkeit auszuschlieBen, daB die Verstarkung 
der Genexpression auf eine eventuelle Transaktivierung 
des importierten Gens durch das Virus zuruckzuf uhren 
ist, wurden Versuche mit einer Zellinie durchgef uhrt , 
die' das RSV-LTR-Luciferase-Gen konstitutiv exprimiert: 
Adenoviren zeigten in dieser Zellinie keinen Effekt, 
wahrend sie in der parentalen Zellinie, in die das Gen 
mittels Transferrin-Polylysin-Konjugaten eingefUhrt 
worden war, eine deutliche Verstarkung der 
Genexpression hervorriefen. Dieser Befund machte 
deutlich, daB das Adenovirus auf Ereignisse EinfluB 
nimmt, die vor der Transkription stattf inden, daB ihre 
verstarkende Wirkung auf den Genimport somit auf Ebene 
des Genimports und nicht auf Ebene der Genexpression 
wirkt ( Fig . 5 ) . 

Welters wurde im Ranmen der vorliegenden Erfindung 
untersucht, welche Auswirkung Adenoviren auf den 
Gentransfer mittels Transferrin-Polylysin-Konjugaten in 
ausgewahlten Zellinien zeigen. Es wurde festgestellt, 
daB das Vorhandensein von Trans f errin-Rezeptoren auf 
den Zielzellen notwendig, aber nicht in alien Fallen 
ausreichend ist, um den Gentransfer mittels 
Transferrin-Polylysin-Konjugaten zu ermoglichen. 
Zellspezifische Faktoren, die im Zusammenhang mit dem 
Schicksal der in den Endosomen internalisierten 
Konjugat-DNA-Komplexe stehen, scheinen eine wesentliche 
Rolle fur das AusmaB des Gentransfers, der uber diese 
Route erzielt werden kann, zu spielen. Im Hinblick 
darauf wurden einige ausgewahlte Zellinien sowohl auf 
Gentransfer mittels Transferrin-Polylysin-Konjugaten 
als auch auf eine Verstarkung des Gentransfers durch 
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Adenoviren untersucht (Fig. 4). Zellen einer zystischen 
Fibrose-Zellinie (CFT1) zeigten maBige Luciferase- 
Genexpression nach Behandlung mit Transf errin- 
Folylysin-DNA-Komplexen allein. Das AusmaS der 
Expression wurde durch Behandlung mit dem Adenovirus 
dl312 signifikant erhdht. In deutlichem Gegensatz dazu 
zeigten KB-Zellen, die mit den Transf errin-Polylysin- 
DNA-Komplexen behandelt wurden, trotz des 
Vorhandenseins von Transf errin-Rezeptoren eine 
Luciferase-Genexpression, die kaum iiber dem Background- 
Niveau lag. Eine Behandlung mit Adenovirus dl312 
bewirkte jedoch bei diesen Zellen deutlich nachweisbare 
Luciferase-Aktivitaten. Ahnlich wirkte sich die 
Behandlung mit Adenoviren auf HeLa-Zellen aus, wobei 
dieser Effekt bei diesen Zellen jedoch noch wesentlich 
starker war. Da HeLa-Zellen und KB-Zellen ungefahr 
dieselbe Anzahl von Rezeptoren fur das Adenovirus 
besitzen, konnte der Unterschied in der Verstarkung des 
Gentransfers die Anzahl von Transf errin-Rezeptoren, die 
fur einen Zelltyp charakteristisch sind, widerspiegeln. 
In deutlichem Unterschied zu diesen Ergebnissen zeigten 
jedoch die Zellinien WI-38 und MRC-5, von denen bekannt 
ist, daB in ihnen "die Ihf ektion "mit Adenovirus nur - 
schwach vor sich geht (Precious und Russell, 1985), mit 
dl312 nur eine sehr geringe Verstarkung der durch die 
Konjugat-DNA-Komplexe allein erzielten Genexpression. 
Die Behandlung mit Adenovirus durfte daher den 
Gentransfer mittels Konjugat-DNA-Komplexen in 
denjenigen Fallen verstarken, in denen der Gentransfer 
uber Rezeptor-vermittelte Endozytose moglich ist, wie 
im Fall der CFTl-Zellen, sowie in einigen Fallen, in 
denen der Gentransfer uber diese Route ineffizient 
ablauft, wie bei HeLa und KB-Zellen. DaS das AusmaB der 
Verstarkung zwischen verschiedenen Zielzellen deutlich 
variiert, konnte darin seine Ursache haben, daB dieser 
Effekt sowohl eine Funktion der Anzahl der Virus- 
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Rezeptoren, r.B. der Adenovirus -Rezeptoren, eines 
bestimmten Zelltyps als auch der Anzahl der 
Transferrin-Rezeptoren ist. 

im Falle der Verwendung von freiem Virus ist die 
Nukleinsaure-affine Substanz vorzugsweise ein 
organisches Polykation, die vorzugsweise mit einem 
Intemalisierungsfaktor konjugiert ist. Es wurde jedoch 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt, daS 
unter bestimmten Umstanden DNA, die nur mit 
Nukleinsaure-af finer Substanz komplexiert ist, also 
onne Internalisierungsf aktor, in Gegenwart von freiem 
Virus in die zolle eingebracht werden kann. Weiters 
wurde gefunden, daB bei einigen Zellinien die Aufnahme 
der Komplexe, bestehend aus Nukleinsaure und 
Nukleinsaure-af finer Substanz, uber die Flussigphase 
erfolgen kann, wenn die Konzentration der Komplexe 
entspreohend hoch ist. Aus den Versuchen, die im Rahmen 
der vorliegenden und der vorangegengenen Erfindungen 
durchgefunrt wurden, wurde abgeleitet, daB ein 
wesentliches Element fUr die Aufnahmefahigkeit der 
Nukleinsaure-Komplexe deren Kompaktheit ist, die auf 
die Kondensierung der Nukleinsaure durch die 
Nukleinsaure-af fine Substanz zuruckzuf uhren ist. Wenn 
die Nukleinsaure-af fine Substanz neben ihrer Fahigkeit, 
die weitgehende Elektroneutralitat des Komplexes 
herzustellen und die Nukleinsaure zu einer kompakten 
Struktur zu verdichten, eine ausreichende Fahigkeit zur 
Bindung an die Zelloberf lache besitzt, urn gemeinsam mit 
dem Virus in die Zelle einzudringen, kann darauf 
verzichtet werden, die Auf nahmekapazitat dadurch zu 
erhohen, daB ein internalisierungsf aktor kovalent an 
die Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden wird, um den 
Komplex uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die 
Zelle zu befordem. Manche Zellen weisen eine relativ 
hohe Affinitat zu bestimmten Nukleinsaure-af finen 
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Substanzen auf , sodaB die Konjugate aus Nukleinsaure 
und Verbindungsfaktor in die Zelle auf genommen werden, 
ohne daB die Mitwirkung eines I nternal i s ierungs f aktor s 
erforderlich ist. Dies trifft z.B. auf Hepatozyten zu, 
von denen im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
festgestellt wurde, da8 sie DNA-Polylysin-Komplexe 
aufnehmen. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung ist 
das endosomolytische Mittel ein Virus, das an die 
Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden ist und das die 
FShigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 
Inhalt der Endosomen, in denen der Komplex nach dem 
Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
freizusetzen . 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form ist das 
endosomolytische Mittel eine Viruskomponente, die an 
eine Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden ist und die 
die Fahigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 

Inhalt- der Endosomen, in denen der -Komplex nach dem 

Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
freizusetzen . 

Viren oder Viruskomponenten, die an eine Nukleinsaure- 
Bindungsdomane gebunden sind, werden im folgenden 
ungeachtet der Art der Bindung als "virale {Conjugate" 
bezeichnet . 

Die viralen Konjugate, die ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung sind, enthalten das Virus oder 
die Viruskomponente als integralen Bestandteil ihres 
funktionellen Konstrukts und vereinigen die Vorteile 
von Vektorsystemen auf Basis von 
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Internalisierungsfaktor-Konjugaten mit den Vorteilen, 
die Viren in das System einbringen. 

Daruberhinaus haben die viralen Konjugate gemaB diesen 
AusfUhrungsformen der Erfindung den Vorteil, daB »> 
die grundsatzliche Beschrankung umgehen, die dem 
bekannten bif unktionellen Kon j ugatsystem fur den 
Gentransfer uber Rezeptor-vermittelte Endozytose 
inharent ist, indem sie uber einen spezifischen 
Mechanismus verfiigen, der ihre Freisetzung aus dem 
Zellvesikel-System ermoglicht. Die erf indungsgemafien 
viralen Konjugate stellen eine grundsatzliche 
konzeptuelle Abkehr von den rekombinanten viralen 
Vektoren dar, indem die zu transportierende Fremd-DNA 
an der AuBenseite des Virions getragen wird. Dadurch 
konnen mit Hilfe der erf indungsgemaBen Kon jugate auch 
sehr groBe Genkonstrukte in die Zelle transportiert 
werden, wobei hinsichtlich der Sequenz keine 
Beschrankungen bestehen. 

Die Eignung eines Virus, das als freies Oder gebundenes 
Virus (teil) als Viruskomponente im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung eingesetzt werden soli, wird 
durch seine Aufnahmef unktion definiert. Geeignete Viren 
sind einerseits solche, die die Fahigkeit besitzen, 
wahrend der Transfektion der Zellen mit dem 
Nukleinsaure-Komplex, uber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose in die Zelle einzudringen und ihre 
Freisetzung - und damit die Freisetzung der 
Nukleinsaure - aus dem Endosom ins Zytoplasma 
herbeizufuhren. Ohne auf diese Theorie festgelegt sein 
zu wollen, kSnnte dieser Mechanismus den in die Zelle 
importierten Nukleinsaure-Komplexen insofern zugute 
kommen, als diese, sofern sie bei der Internalisierung 
in dieselben Endosomen gelangen wie die Viren, zusammen 
mit den Viren aus den Endosomen ins Zytoplasma 
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befordert werden. Wenn die Nukleinsaurekomplexe das 
Virus in gebundener Form enthalten, profitieren sie von 
der endosomolytischen Aktivitat des Virus und werden 
aus den Endosomen ins Zytoplasma befordert. Dabei 
diirf-te die Fusion zwischen Endosomen und Lysosomen und 
damit der in diesen Zellorganellen normalerweise 
stattf indende enzymatische Abbau vermieden werden. 

Beispiele fur Viren und hohere eukaryotische Zellen, in 
die sie eindringen konnen, sind z.B. Fields und Knipe, 
1990, entnehmbar. Die Empf anglichkeit einer gegebenen 
Zellinie fur die Transformation durch ein Virus, das in 
Form eines freien Virus zur Erleichterung des 
Eintrittes von Nukleinsaurekomplexen in Zellen 
eingesetzt wird, hangt vom Vorhandensein und der Anzahl 
von Oberflachenrezeptoren fur das Virus auf der 
Zielzelle ab. Bezuglich des Zelloberf lachenrezeptors 
fur Adenovirus wurden Methoden zur Bestimmung seiner 
Anzahl auf HeLa- und KB-Zellen von Svensson, 1990, und 
Defer, 1990, beschrieben. 

Zu Viren, die fur die erf indungsgemaSe Zusammensetzung 
— — geeignet- sind und deren am Beginn der Infektion 

ablaufende Aufnahmefunktion uber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose erfolgt, zahlen einerseits Viren ohne Lipid- 
Hulle wie Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, 
andererseits die Hullenviren Vesicular Stomatitis 
Virus, Semliki Forest Virus, Influenza-Virus; geeignet 
sind auSerdem pH-Wert-abhangige Stamme von Moloney- 
Virus. Zu besonders bevorzugten Viren fur die Anwendung 
der vorliegenden Erfindung zahlen Adenovirus, 
Untergruppe C, Typ 5, Semliki Forest Virus, Vesicular 
Stomatitis Virus, Poliovirus, Rhinoviren und Moloney 
Leukamie- Virusstamme . 

Die Verwendung von RNA- Viren, die keine reverse 
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Transkriptase haben, fur die vorliegende Erfindung hat 
den Vorteil, daB eine Transf ektion in Gegenwart eines 
solchen Virus nicht die Bildung von viraler DNA in der 
Zelle zur Folge hat. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung wurde gezeigt, daB Rhinovirus HRV2, ein 
Vertreter der Picornavirus-Gruppe, die Expression eines 
Reportergens erhoht. Die Leistungsf ahigkeit des 
Rhinovirus wurde sowohl in freier Form als auch in Form 
von Viruskonjugaten gezeigt. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden unter Viren 
- vorausgesetzt, daB sie in die Zelle aufgenommen 
werden und den Inhalt der Endosomen, in die sie 
gelangen, freisetzen - auBer den Wildtypen auch 
Mutanten verstanden, denen aufgrund einer oder mehrerer 
Mutationen Funktionen des Wildtyps, die von der 
Aufnahmefunktion verschieden sind, insbesondere die 
Replikationsf ahigkeit, abhanden gekommen sind. 

Derartige Mutanten werden durch Mutationen bzw. 
Deletionen in virus-Protein-Regionen, die fiir 
Replikationsfunktionen verantwortlich und fur die 
Aufnahmefunktion entbehrlich sind und die durch die 
Verpackungslinie komplementiert werden konnen, mittels 
herkommlicher Mutageneseverf ahren hergestellt. Dazu 
zahlen, z.B im Fall von Adenovirus, ts -Mutanten 
(temperatursensitive Mutanten), E1A- und ElB-Mutanten, 
Mutanten, die Mutationen in MLP-getriebenen Genen 
aufweisen (Berkner, 1988) und Mutanten, die Mutationen 
in Bereichen bestimmter Kapsidproteine aufweisen. 
Geeignet sind welters Virusstanune, die entsprechende 
natiirliche Mutationen aufweisen. Die 

Replikationsf ahigkeit der Viren kann z.B. mit Hilfe 
literaturbekannter Plaque-Assays untersucht werden, bei 
denen Zellkulturen mit Suspensionen unterschiedlicher 
Viruskonzentration beschichtet werden und die Zahl der 
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lysierten Zellen, die an Hand von Plaques sichtbar ist, 
festgestellt wird (Dulbecco, 1980). 

Fur die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
geeignet sind auBerdem sog. defekte Viren, das sind 
Viren, denen in einem oder mehreren Genen die fur die 
autonome Virusreplikation erf orderliche Funktion fehlt, 
fur die sie Helferviren benotigen. Vertreter dieser 
Gruppe sind Dl-Partikel ("defective interfering 
particles"), die sich vom infektiosen Standard-Virus 
ableiten, dieselben Strukturproteine wie das 
Standardvirus besitzen, Mutationen aufweisen und das 
Standardvirus als Helfervirus fur ihre Replikation 
benotigen (Huang, 1987; Holland, 1990). Vertreter 
dieser Gruppe sind auBerdem die Satellitenviren 
(Holland, 1990). Eine andere Gruppe ist die Klasse der 
Parvoviren, die als " adeno-associated virus" (Berns, 
1990) bezeichnet werden. Da die Auf nahmezyklen vieler 
Viren in die Zelle noch nicht zur Ganze aufgeklart 
sind, ist anzunehmen, daB es noch andere Viren gibt, 
die die endosomolytische Aktivitat aufweisen, die fur 
ihre Eignung zur Anwendung in der vorliegenden 
Erf indung erf orderlich istT — — 

Weiters im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind attenuierte Lebendvaccine (Ginsberg, 1980) oder 
Impf stamme. 

Weiters fallen unter den Begriff Viren im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung inaktivierte Viren, z.B. durch 
chemische Behandlung, wie Formaldehydbehandlung , durch 
UV-Bestrahlung, durch chemische Behandlung, kombiniert 
mit UV-Bestrahlung, z.B. Psoralen/UV- oder 
Bromdesoxyuridin/UV-Behandlung, durch gamma-Strahlung 
oder durch NeutronenbeschuS inaktivierte Viren. 
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Inaktivierte Viren, wie sie z.B. auch fur Vaccine 
verwendet werden, konnen mittels literaturbekannter 
Standardmethoden (Davis and Dulbecco, 1980, Hearst und 
Thiry, 1977) hergestellt und fur den Einsatz zur 
Erhohung des Imports von DNA-Komplexen getestet werden. 
In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefiihrten Versuchen wurden Adenovirus - 
Praparationen mittels einer herkommlichen UV- 
Sterilisationslampe bzw. mit Formaldehyd inaktiviert 
und uberraschend f estgestellt, daB das AusmaB der 
inaktivierung der Viren wesentlich grSBer war als die 
Abnahme des Gentransf er-Ef fekts, der erreicht wurde, 
wenn Adenovirus dem Transf ektionsmedium beigegeben 
wurde. Auch Versuche, die mit Praparationen von 
Psoralen/UV-inaktiviertem biotinyliertem Adenovirus, 
das mit Streptavidin-gekoppeltem Polylysin konjugiert 
war, durchgefiihrt wurden, zeigten, daB als Folge der 
Inaktivierung der Virustiter betrachtlich starker 
absank als die Gentransf erkapazitat. Dies ist ein 
deutlicher Hinweis darauf , daB Mechanismen, die beim 
aktiven Virus mit dem normalen Inf ektionsmechanismus in 
Zusammenhang stehen, zerstort werden konnen, ohne daB 
der fur den Gentransfer wesentliche Effekt zerstort 
wird. 

Unter dem Begriff "Viruskomponenten" werden Telle von 
Viren verstanden, z.B. der von Nukleinsaure befreite 
Proteinanteil (das leere Viruskapsid, das mit Hilfe 
rekombinanter Methoden hergestellt werden kann, siehe 
z.B. Ansardi et al., 1991, Urakawa et al. , 1989), 
Proteine , die bei der Fraktionierung erhalten werden, 
Oder Peptide, die die fur die Auf nahmefunktion 
wesentliche endosomolytische Fahigkeit des intakten 
Virus besitzen. Diese Viruskomponenten konnen auch 
synthetisch hergestellt werden, in Abhangigkeit von 
ihrer GroSe entweder mittels Peptidsynthese oder 
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mittels rekombinanter Methoden. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, daS 
Adenovirus-Proteine , die uber Biotin/Streptavidin mit 
Polylysin konjugiert sind, den Gentransfer verstarken 
konnen. Beispiele fur Proteinf ragmente von anderen 
Viren als Adenoviren, die wesentlich fiir die 
Internalisierung des Virus sind, umfassen das 
Influenzavirus-Hamagglutinin (HA). Die N-terminale 
Sequenz der Influenzavirus-Hamagglutinin HA2- 
Untereinheit ist verantwortlich fiir die Freisetzung des 
Virus aus dem Endosom. Es wurde gezeigt, daS Peptide, 
die aus 20 Aminosauren dieser Sequenz bestehen, 
Lipidmembranen fusionieren und teilweise 
aufbrechen/zerstoren konnen (Wharton et al. f 1988). In 
der vorliegenden Erfindung wurden authentische und 
modif izierte Inf luenzapeptide erfolgreich in 
verschiedenen Ausf uhrungsf ormen eingesetzt. Ein 
wei teres Bespiel sind Hullproteine von Retroviren, z.B. 
HIV gp41 (Rafalski et al-, 1990) bzw. Telle dieser 
Virusproteine . 

Die Verwendung von Viren, die von sich aus die 
Fahigkeit haben, in- Zellen einzudringen, - ist nur ein - 
Aspekt der vorliegenden Erfindung. 

Viren Oder Viruskomponenten, die von sich aus nicht die 
Fahigkeit mitbringen, an die Zelle zu binden und in sie 
einzudringen, werden vorzugsweise in Form der oben 
definierten viralen Kon jugate verwendet. Die Kopplung 
an eine DNA-Bindungsdomane, z.B. ein Polykation, 
gewahrleistet , daS das Virus bzw. die Viruskomponente 
eine starke Affinitat zu DNA-Molekiilen erhalt, damit 
komplexiert und als Bestandteil des DNA-Komplexes , der 
auch ein Internalisierungsf aktor/DNA-Bindungsdomane- 
Konjugat enthalt, in die Zelle transportiert wird. 
Zusatzlich zum damit erreichten Transportef fekt kann 
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die Bindung des Virus bzw. der Viruskomponente an eine 
Nukleinsaure-Bindungsdomane auch eine Verbesserung 
seiner endosomolytischen Eigenschaf ten zur Folge haben. 

Durch die Auswahl anderer internalisierungsf aktoren 
kann praktisch jede hohere eukaryotische Zelle mit den 
erfindungsgemafien Zusammensetzungen transfiziert 
werden . 

Ob ein gegebenes Virus bzw. eine Viruskomponente eine 
Aufnahmefunktion im Sinne der vorliegenden Erfindung 
und somit zur Verwendung bei der Verstarkung des 
Gentransfers geeignet 1st, karm mittels eines einfachen 
Screeningassays festgestellt werden. In einem solchen 
Assay, z.B. um ein Virus auf seine Anwendbarkeit als 
freies Virus zu testen, werden die Zielzellen mit einem 
DNA-Komplex in Gegenwart Oder in Abwesenheit des Virus 
in Beriihung gebracht. Die Menge an DNA-Komplex , die ins 
Zytoplasma freigesetzt wird, kann dann einfach durch 
Nachweis eines Markergen-Produkts , z.B. Luciferase, 
bestimmt werden. Wenn die Gegenwart des Virus zur Folge 
hat, dafl der DNA-Komplex in grSBerem AusmaS als ohne 
Virus in die Zelle aufgenommen und ins Zyotoplasma 
freigesetzt wird, kann dies auf die Aufnahmefunktion 
des Virus zuriickgefiihrt werden. Es ist auch moglich, 
das Testvirus hinsichtlich seiner Aufnahmefunktion mit 
einem Virus zu vergleichen, von dem bekannt ist, daB es 
eine geeignete Aufnahmefunktion aufweist, z.B. mit 
Adenovirus, Untergruppe C, Typ 5. Tests dieser Art 
kbnnen auch auf virale Kon jugate angewendet werden, 
wobei zusatzliche Parameter, wie verschiedene 
Internalisierungsfaktor-Konjugate, in verschiedenen 
Mengen solchen Tests unterworfen werden konnen. 
Daruberhinaus kann der Durchschnittsf achmann Assays 
dieser Art, gegebenenfalls in Verbindung mit anderen 
Tests, wie z.B. Liposomendurchlassigkeits-Assays 
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("Liposomen Leakage Assays"), auf einfache Weise auf 
Viruskomponenten oder andere Mittel mit potentieller 
endosomolytischer Aktivitat anwenden, urn sie auf ihre 
Fahigkeit zur Steigerung der Genexpression zu 
untersuchen . 

Im Falle der Verwendung intakter Viren wird, 
zweckmaSigerweise parallel zu den Vorversuchen, in 
denen das Virus auf seine Fahigkeit zur Verstarkung des 
Gentransfers untersucht wird, gepriift, ob das Virus 
replikationsf ahig ist. Die Untersuchung auf 
Replikationsf ahigkeit wird im Fall von zythopathischen 
Viren oder im Fall von Viren, die das Wachstum der 
Wirtszellen merklich beeintrachtigen, mit Hilfe von 
Plaque-Assays durchgefiihrt (vgl. oben ) . Bei anderen 
Viren werden Nachweismethoden speziell fur das 
jeweilige Virus angewendet, z.B. der 
Hamagglutionationstest oder chemisch-physikalische 
Methoden ( elektronenmikroskopisch ) . 

Es werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
insbesondere bei Verwendung von freien Viren, solche 
Viren bevorzugt, die in hohem Titer herstellbar sind, 
die stabil sind, die als Wildtyp geringe Pathogenitat 
aufweisen und bei denen eine gezielte Ausschaltung der 
Replikationsf unktionen moglich ist, insbesondere 
Adenoviren. Wenn eine bestimmte Zellpopulation 
transfiziert werden soli, sind Viren bevorzugt, die 
diese Zellpopulation spezifisch infizieren. Fur den 
Fall, daB von der Transfektion verschiedene Zelltypen 
erfaBt werden sollen, konnen Viren eingesetzt werden, 
* die fur einen weiten Bereich von Zelltypen infektios 

sind . 

Die Anf orderungen an die Viruspraparation sind im 
wesentlichen groBtmogliche Reinheit sowie ein auf das 
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jeweilige Virus abgestimmter stabilisierender Puffer. 

in jedem Fall kommen fur die therapeutische Anwendung 
der vorliegenden Erfindung in vivo nur solche Viren 
bzw. Viruskomponenten in Betracht, bei denen 
Sicherheitsrisken, insbesondere bzgl. der Replikation 
des Virus in der Zelle sowie der Rekombination von 
Virus-DMA mit Wirts-DNA, weitestgehend minimiert sind. 

Vorteilhafterweise kann der Eintrittsmechanismus von 
Viren, die andere Tiere als Menschen infizieren, 
verwendet werden, um die Aufnahme und die Freisetzung 
von DMA in hoheren eukaryotisohen Zellen, insbesondere 
menschlichen Zellen, zu verstarken, sofeme das Virus 
in den Zellen die Fahigkeit zum Aufbrechen von 
Endosomen aufweist. Mitglieder der Adenovirus familie 
wurden aus Vogelarten, aus Amphibien und verschiedenen 
anderen Tieren isoliert (siehe z.B. Laver et al., 1971; 
Bragg et al., 1991; Akopian et al., 1991; Takase et 
al., 1990; Khang und Nagaraji, 1989, und Reece et al., 
1987). Amphibien-, Vogel-, Rinder-, Hunde-, Maus-, 
Schaf-, sohweine- und Af fenadenoviren, wie auch humane 
Adenoviren, sind beziehbar von der American Type 
Culture Collection, Rockville, Maryland (siehe American 
Type Culture Collection Catalogue of Animal Viruses and 
Antisera, Chlamydae and Rickettsiae, 6. Aufl., 1990, C. 
Buck und G. Paulino Hsg., S. 1-17). 

MSgliche Vorteile der Verwendung eines Virus, z.B. 
eines Adenovirus, einer entfemten Spezies diirfte eine 
verringerte Toxizitat in den Zielzellen sein (z.B. 
wiirde vom Htihner- oder Froschadenovirus nicht erwartet 
werden, daB es in Saugetierzellen repliziert oder die 
Expression friiher Gene initiiert), ein im Vergleich zum 
humanen Adenovirus verringertes Risiko fur den 
Forscher, der dieses Virus einer entfernten Spezies 
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herstellt, und eine verminderte Storung durch 

Antikorper gegen das humane oder das Mausadenovirus . 
* Das Fehlen einer Storung durch die humanen Oder 

Mausantikorper ist besonders wichtig, wenn die Viren 
1 fur die Gentherapie im Menschen oder in der Maus 

verwendet werden. 

Das Huhneradenovirus CELO (Chick Embryo Lethal Orphan 
Virus) zeigt keine Reaktivitat mit Antikorpern, die die 
Hauptgruppenepitope der Adenoviren erkennen, die 
Saugetierzellen infizieren. AuBerdem konnen CELO- Viren 
in Eiern mit Embryoentwicklung geziichtet werden, um 
groBe Mengen von Virus zu erhalten (0.5 mg/Ei; Laver et 
al., 1971). Wie aus den Beispielen hervorgeht, 
verstarken CELO-Polylysin-Kon jugate den DNA-Transport 
in HeLa-Zellen in einem AusmaB, das mit dem humanen 
Adenovirus dl312 vergleichbar ist. Die Verwendung von 
CELO-Konjugaten zur Verstarkung des DNA-Transports ist 
daher fur die humane Gentherapie sehr vielversprechend . 

Viren von entfernten Spezies werden bevorzugt als 
Bestandteile von viralen Konjugaten in 

Kombinationskomplexen (gemaB der Definition im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung) eingesetzt. 

In den erf indungsgemafien Konjugaten, die ein Virus 
enthalten, kann die Bindung des Virus an die 
Nukleinsaure-Bindungsdomane kovalent oder nicht- 
kovalent sein, letzteres z.B. uber eine Biotin- 
Streptavidin-Briicke oder, fur den Fall, daB das. Virus 
auf seinen Oberf lachenproteinen Regionen aufweist, die 
sauer sind und daher an ein Polykation binden konnen, 
iiber eine ionische Bindung. 

In Versuchen im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
wurden Komplexe unter Bedingungen, die die ionische 
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Wechselwirkung zwischen Adenovirus und Polylysin vor 
der Komplexierung mit DNA erlauben, gebildet. Als 
Kontrolle wurden Versuche unter Bedingungen, unter 
denen Polylysin zuerst mit DNA neutralisiert wurde und 
daher nicht frei ist, an das Adenovirus zu binden, 
durchgefuhrt. In diesen Versuchen erwiesen sich die 
Komplexe mit ionisch gebundenem Adenovirus als 
uberlegen . 

Beispiele fur Viruskomponenten in den erf indungsgemaBen 
Konjugaten mit endosomolytischer Aktivitat sind die 
leeren Viruskapside oder virale Peptide. Die Bindung 
der Viruskomponente an die Nukleinsaure-Bindungsdomane 
kann kovalent sein, z.B. durch chemische Kopplung des 
viralen Peptids mit Polylysin, oder nicht -kovalent , 
z.B. ionisch im Fall, daS die Viruskomponente saure 
Reste hat, urn an ein Polykation zu binden. 

Das Verhaltnis von Virus oder Viruskomponente zur 
Nukleinsaure-affinen Substanz kann variiert werden. Im 
Falle des Inf luenza-Hamagglutininpeptid-Polylysin- 
Konjugats wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
gefunden, dafi der Gentransfer in groBerem AusmaS 
verstarkt werden kann, wenn der Gehalt an viralem 
Peptid in den Konjugaten hoher war. 

Die vorliegende Erfindung betrif ft in einem weiteren 
Aspekt Methoden zur Herstellung der erf indungsgemaBen 
Konjugate aus Virus ( komponente ) und Nukleinsaure- 
af finer Substanz. 

Die viralen Kon jugate konnen (wie die 
Internalisierungsf aktor-Polykation-Kon j ugate ) durch 
Kopplung der Komponenten oder, falls die 
Viruskomponente und das Polykation Polypeptide sind, 
auf rekombinantem Weg hergestellt werden, beziiglich der 
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Herstellungsmethoden wird auf die Offenbarung der EP 
388 7 58 Bezug genommen. 

Die Kopplung von Virus, Virusproteinen oder -peptiden 
mit Polyaminverbindungen auf chemischem Weg kann in fur 
die Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise 
erfolgen, wobei, falls erforderlich, die 
Einzelkomponenten vor der Kopplungsreaktion mit 
Linkersubstanzen versehen werden (diese MaBnahme ist 
dann erf orderlich, wenn von vornherein keine fur die 
Kopplung geeignete funktionelle Gruppe, z.B. eine 
Mercapto- oder Alkoholgruppe, verfugbar ist. Bei den 
Linkersubstanzen handelt es sich um bifunktionelle 
Verbindungen, die zunachst mit f unktionellen Gruppen 
der Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht werden, 
worauf die Kopplung der modif izierten Einzelkomponenten 
durchgef uhrt wird . 

Die Kopplung kann erfolgen uber 

a) Disulf idbriicken, die unter reduzierenden Bedingungen 
wieder gespalten werden konnen (z.B. bei Verwendung 

_„von Succinimidylpyridyldithiopropionat (-Jung et al.-,- 
1981 ) . 

b ) Unter biologischen Bedingungen weitgehend stabile 
Verbindungen (z.B. Thioether durch Reaktion von 
Maleimido-Linkern mit Sulf hydrylgruppen des an die 
zweite Komponente gebundenen Linkers ) . 

c) Unter biologischen Bedingungen labile Brucken, z.B. 
Esterbindungen, oder unter schwach sauren 
Bedingungen instabile Acetal- oder Ketalbindungen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefiihrten Versuche wurden endosomolytische 
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Influenza-Hamagglutinin HA2-Peptide mit Polylysin auf 
chexnischen Weg mittels 

Succinimidylpyridyldithiopropionat (SPDP) gekoppelt. Es 
wurde gezeigt, daS die Modifikation des Peptids mit 
Polylysin die endosomolytische Aktivitat erhoht. 
Transfektionsexperimente zeigten, daS die Effizienz des 
durch Transferrin-Polylysin vermittelten Gentransfers 
erheblich gesteigert wird, wenn die Inf luenzapeptid- 
Polylysin-Kon jugate zusammen mit Transferrin- Polylysxn 
im DNA-Komplex vorliegen. 

Weiters wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
Adenovirus mit Hilfe verschiedener Methoden an 
Polylysin gekoppelt. 

Eine Art der Kopplung an Polylysin erfolgte in 
ahnlicher Weise wie bei der Herstellung von 
Transferrin-Polylysinkonjugaten (Wagner et al., 1990) 
nach Modifizierung des defekten Adenovirus U1312 
mittels eines heterobifunktionellen Reagens. 
Ungebundenes Polylysin wurde durch Zentrif ugation 
abgetrennt. Die DNA Bindungsf ahigkeit wurde in einem 
Bindungsexperiment mit radioaktiv markierter DNA 
nachgewiesen . 

in K562 Zellen in Abwesenheit von Chloroquin konnte mit 
Komplexen, bestehend aus DNA, Adenovirus-Polylysin und 
Transferrin-Polylysin ein wesentlich hdherer 
Gentransfer gefunden werden als mit unmodif iziertem 
Adenovirus, das nicht an die DNA gebunden vorliegt. 
weiters wurde gefunden, daB in HeLa Zellen mittels 
Polylysin-modifiziertem Adenovirus eine deutliche 
Genexpression mit nur 0.0003 ug DNA in 5x105 HeLa- 
Zellen stattfand. 

Falls das Virus bzw. die viruskomponente geeignete 
Kohlenhydratketten aufweisen, konnen sie mit der 
Nukleinsaure-affinen Substanz Uber eine oder mehrere 
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Kohlenhydratketten- des Glykoproteins miteinander 
verbunden werden . 

Eine geeignete Methode zur Herstellung von 
Glykoprotein-Polykation-Konjugaten ist in der deutschen 
Patentanmeldung P 41 15 038.4 geof f enbart ; sie wurde 
kiirzlich von Wagner et al . , 1991b, beschrieben. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der 
erf indungsgemaSen Kon jugate ist die enzymatische 
Kopplung des Virus bzw. der Viruskomponente an eine 
Nukleinsaure-af f ine Substanz, insbesondere ein 
Folyamin, durch eine Transglutaminase. 

Die Gruppe der Transglutaminasen umfaBt mehrere 
verschiedene Enzyme, die unter anderem in der Epidermis 
(epidermale Transglutaminase), im Blut ( Faktor XIII) 
und in den Zellen der unter schiedlichen Gewebe (Gewebs- 
Transglutaminase ) vorkommen (Folk, 1985). 
Transglutaminasen katalysieren in Gegenwart von Ca++ 
und unter Abspaltung von NH3 die Bildung von e-(y- 
glutamyl ) Lysin Bindungen. Vorausetzung hierfur ist, daS 
an.Proteinen entsprechende Glutamine und -Lysine 
vorhanden sind, die von dem Enzym umgesetzt werden 
konnen. Neben der e -Amino Gruppe von Lysin, konnen auch 
(poly) Amine wie Ethanolamin, Putreszin, Spermin oder 
Spermidin als Substrat dienen (Clarke et al . , 1959). 
Zur Zeit ist noch ungeklart, von welchen Faktoren es 
abhangt, ob ein Glutamin oder Lysin eines Proteins Oder 
ein Polyamin von dem Enzym umgesetzt werden k5nnen. 
Bekannt ist, daS an zahlreiche Zellproteine wie 
Zytokeratine ( Zatloukal et al., 1989), Tubulin, 
Zellmembranproteine und auch Oberf lachenproteine von 
Inf luenzaviren ( Iwani j , 1977) Polyamine mittels 
Transglutaminase gebunden werden konnen. 
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im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt 
warden, daB Polylysin mittels Transglutaminase an 
Adenoviren gekoppelt werden kann. Es wurde 
festgestellt, da8 die Kopplung in Gegenwart von 
Glycerin durchgefiihrt werden kann. Dies bietet den 
Vorteil, daS eine Viruspraparation, z.B. eine 
Adenoviruspraparation, die im Puffer als 
stabilisierendes Agens Glycerin enthalt, direkt fur die 
Kopplung verwendet werden kann. 

Mit Hilfe von Adenovirus -Polylysin-Konjugaten, die 
gemeinsam mit Transferrin-Polylysin-Konjugaten mit 
Plasmid-DNA komplexiert wurden, konnte eine um ein 
Vielfaches hohere Genexpression erzielt werden als mit 
Transferrin-Polylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
nicht-Polylysin-gekoppelten Adenovirus . 

Eine weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
bevorzugte Methode zur Herstellung der 
erfindungsgemaflen Kon jugate besteht darin, das Virus 
Oder die Viruskomponente uber eine Biotin-Protein- 
Briicke, vorzugsweise eine Biotin-Streptavidin Brucke, 
an das Polykation zu koppeln. 

Die bekannt starke Assoziation von Biotin mit 
Streptavidin bzw. Avidin (Wilchek et al. , 1988) wurde 
zur Kopplung von Adenovirus an Polylysin ausgeniitzt, 
indem Adenovirus mit Biotin modifiziert wurde und 
Streptavidin in ahnlicher Weise wie bei der Herstellung 
von Transferrin-Polylysinkonjugaten (Wagner et al., 
1990) chemisch mit Polylysin konjugiert wurde. 
Komplexe, bestehend aus DNA und Streptavidin-Polylysin, 
an das Biotin-modifiziertes Virus gebunden 1st, und 
gegebenenfalls noch nicht-kovalent gebundenem 
Polylysin, weisen eine sehr hone Transfektionsef f izienz 
auf, auch bei niederen DNA-Konzentrationen . Besonders 
effiziente Komplexe werden gebildet, wenn das Biotin- 
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modifizierte Virus zuerst an Streptavidin-Polylysin 
gebunden wird und erst in zweiter Stufe die Bindung an 
DNA erfolgt. 

Gegebenenfalls kann die Bindung an Biotin auch liber 
Avidin erfolgen. 

Welters ist es moglich, die Bindung zwischen 
Virus(komponente) und Polyiysin herzustellen, indem 
einerseits das Virus biotinyliert wird und andererseits 
ein anti-Biotin-Antikorper mit Polyiysin konjugiert und 
die Bindung zwischen Virus und Polyiysin uber die 
Biotin/Antikbrper-Bindung hergestellt wird, wobei 
handelsubliche polyklonale oder monoklonale Antikorper 
gegen Biotin eingesetzt werden konnen. 

Die Bindung zwischen dem Virus und Polyiysin kann auch 
hergestellt werden, indem Polyiysin mit einem Lectin 
gekoppelt wird, das AffinitSt zu einem Virus - 
Oberflachenglykoprotein hat, wobei die Bindung in einem 
solchen Konjugat uber die Bindung zwischen dem Lectin 
und dem Glykoprotein erfolgt. Weist das Virus von sich 
aus.keine. geeigneten Kohlenhydrats.ei tenke t ten. auf , kann 
es entsprechend modifiziert werden. 

Ein Virus kann auch an eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz gebunden werden, indem es zunachst an der 
Oberflache mit einem virusfremden Antigen (z.B. 
Digoxigenin DIG, erhaltlich von Boehringer Mannheim; 
Oder mit Biotin) modifiziert wird und die Verbindung 
zwischen dem modif izierten Virus und der Nukleinsaure- 
af finen Substanz uber einen Antikorper, der an dieses 
Antigen bindet, hergestellt wird. 

Welche Methode zur Herstellung der erf indungsgemaBen 
Kon jugate eingesetzt wird, richtet sich nach 
verschiedenen Kriterien. So ist z.B. die Kopplung uber 
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Biotin die unspezif ischste und daher am breitesten 
einsetzbare Methode, die Biotin-vermittelte Bindung 
stellt eine sehr starke nicht-kovalent Bindung dar. 
Die enzymatische Reaktion mit Transglutaminase weist 
den Vor-teil auf , daB sie auch in kleinstem MaBstab 
durchfuhrbar ist. Die chemische Kopplung kommt im 
allgemeinen zum Einsatz, wenn groSere Konjugatmengen 
synthetisiert werden sollen, diese Methode ist im 
allgemeinen auch am zweckmaBigsten, wenn Virusproteine 
Oder -peptide gekoppelt werden sollen. 
Im Falle der Verwendung inaktivierter Viren wird im 
allgemeinen die Inaktivierung vor der Kopplung 
vorgenommen, sofem die Kopplung durch die 
Inaktivierung nicht beeintrachtigt wird. 

Wenn ein Virus, z.B. Adenovirus Oder eine 
endosomolytische Komponente davon, zugangliche 
Bindungsdomanen auf weist, z.B. saure Domanen zur 
Bindung an ein Polykation, kann die Bindung des Virus 
bzw. der Viruskomponente an das Polykation auch ionisch 
sein. In diesem Fall sind die positiven Ladungen des 
Polykations, das gegebenenf alls mit einem 
Internalisierungsfaktor konjugiert ist, teilweise durch 
die saure Domane von Virus ( komponente ) neutralisiert , 
der Rest an positiven Ladungen wird im wesentlichen von 
der Nukleinsaure neutralisiert. 

Falls als Nukleinsaure-af f ine Substanz eine 
interkalierende Substanz eingesetzt wird, ist sie mit 
einem fur die jeweilige Kopplung von Virus ( komponente ) 
geeigneten Linker modifiziert, z.B. fur die Kopplung 
mit Transglutaminase mit Spermin/ oder mit einer 
bifunktionellen, fur die chemische Kopplung kompetenten 
Gruppe, z.B. einem aktiven Ester. 

Das Vernal tnis von Virus ( komponente ): Nukleinsaure- 
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affiner Substanz kann variieren, es wird fur gewohnlich 
empirisch ermittelt, z.B. indem eine konstante Menge 
Virus (komponente) mit verschiedenen Mengen Polylysin 
konjugiert und das fur die Transfektion optimale 
Konjugat ausgewahlt wird. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung kann 
die Viruskomponente, z.B. ein endosomolytisches virales 
Peptid, modifiziert werden, um direkt an DNA zu binden. 
2u diesem Zweck kann das Peptid selbst eine DNA- 
Bindungsdomane aufweisen, die erhalten werden kann, 
indem das Peptid mittels Peptidsynthese hergestellt 
wird, wobei ein Abschnitt von positiv geladenen 
Aminosauren vorgesehen wird, vorzugsweise durch 
Verlangerung des Peptids, insbesondere bevorzugt am C- 
Terminus . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein nicht- virales, 
gegebenenfalls synthetisches Peptid. Ein Peptid dieses 
Typs ist vorzugsweise in der erf indungsgemaBen 
Zusammensetzung derart enthalten, daB es ionisch an die 
- Nukleinsaure-af f ine Substanz, z.B. an Polylysin im Fall - 
von DNA/Internalisierungsf aktor-Polylysin-Komplexen, 
gebunden ist. Auf diese Weise wird der Einbau des 
endosomolytischen Peptids in die Nukleinsaure-Komplexe 
bewirkt, indem das Peptid uber seine sauren 
Aminosaurereste an die positiv geladene Nukleinsaure- 
Bindungsdomane, vorzugsweise Polylysin, gebunden wird. 
In Abhangigkeit von der chemischen Struktur des 
Peptids, insbesondere bezuglich seiner Endgruppe, kann 
die Bindung an Polylysin auch durch die hier fur die 
Bindung von Peptiden an Polylysin beschriebenen 
Methoden erfolgen. Zu diesem Zweck kann, wenn ein in 
der Natur vorkommendes Peptid eingesetzt wird, dieses 
Peptid mit einer geeigneten terminalen Aminosaure als 
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"Stiel" fur die {Conjugation modifiziert werden. 

Eine andere Art, nicht-virale endosomolytische Peptide 
in die Nukleinsaure-Komplexe einzubauen, besteht darin, 
sie rait Sequenzen zu versehen, die an DMA binden. Die 
Lage solch einer Sequenz mu6 so sein, daB sie die 
endosomolytische Aktivitat des Peptids nicht stort. 
Daher werden z.B. Peptide, deren N-Terminus fur diese 
Aktivitat verantwortlich ist, am C-Terminus mit DNA- 
bindenden sequenzen verlangert. Verlangerungen dieser 
Art kannen homologe oder heterologe kationische 
Oligopeptide sein, z.B. ein Oligolysin-Schwanz , oder 
eine natiirliche DNA-Bindungsdomane, z.B. ein von einem 
Histon abgeleitetes Peptid. Vorzugsweise umfassen diese 
einen integralen Teil des endosomolytischen Peptids 
bildenden DNA-Bindungssequenzen ca. 10 - 40 
Aminosauren. Diese Ausf iihrungsform der Erfindung bietet 
die Moglichkeit eines hoheren Verhaltnisses 
endosomolytische Sequenz : DNA-Bindungssequenz als in 
Peptidkonjugaten, die groBere Anteile von Polykationen 
enthalten, urn eine grSBere Leistungsf ahigkeit der 
Komplexe zu erxeichen. 

Die nicht-viralen endosomolytischen Peptide sollten die 
folgenden Anf orderungen erfiillen: 

Im Hinblick auf die endosomolytische Aktivitat sollte 
die durch das Peptid bewirkte Durchlassigkeit von 
Lipidmembranen vorzugsweise bei niedrigem pH-Wert ( 5-6 ) 
hoher sein als bei pH-Wert 7. Ferner sollten die 
aufgebrochenen Membranbereiche groB genug sein, urn den 
Durchtritt groBer DNA-Komplexe zu erlauben (kleine 
Poren sind nicht ausreichend ) . Urn festzustellen, ob ein 
Peptid diese Anf orderungen erfullt, konnen in vitro 
Tests durchgefuhrt werden, in denen die Peptide in 
freier oder gebundener Form und/oder eingebaut in einen 
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DNA-Komplex angewendet werden. Solche Tests konnen 
Liposomen- Oder Erythrozyten-Durchlassigkeitstests 
("leakage assays") und Zellkulturexperimente , in denen 
die Verstarkung der Genexpression bestimmt wird, 
umfassen. Tests dieser Art sind in den Beispielen 
beschrieben. Die optimale Peptidmenge kann in 
vorausgehenden Titrationen festgelegt werden, indem die 
Leistungsf ahigkeit des resultierenden Gentransfers 
bestimnrt wird. Dabei ist zu beachten, da6 die 
Leistungsf ahigkeit verschiedener Peptide und die 
optimale Zusammensetzung des Komplexes vom Zelltyp 
abhangig sein konnen. 

Peptide, die Membranen aufbrechen, enthalten im 
allgemeinen amphipathische Sequenzen, namlich eine 
hydrophobe Seite, die mit der Lipidmembran in 
Wechselwirkung treten kann, und eine hydrophile Seite, 
die die wassrige Phase an der Stelle, an der die 
Membran aufbricht, stabilisiert . 

Es gibt in der Natur einige Beispiele fur Peptide, die 
Membranen aufbrechen, fur gewohnlich kleine Peptide 
oder Peptiddomanen groSer Polypeptide.. -Solche Peptide 
konnen nach ihrer Funktion im natUrlichen Kontext 
klassif iziert werden, namlich entweder in Membranen 
aufbrechende Peptide (z.B. Peptide von nackten Viren) 
und/oder Membranen f usionierende Peptide (z.B. Peptide 
von Viren mit Hulle). Fur das Aufbrechen von Endosomen 
im Zusammenhang mit synthetischen Peptiden konnen beide 
Klassen von Peptidsequenzen von Nutzen sein. Die 
meisten naturlichen Peptide konnen amphipathische a- 
Helices bilden. 

Durch Einbau saurer Reste auf der hydrophilen Seite 
einer mutmafilichen amphipathischen a- Helix derart, daS 
sich die Helix nur bei saurem pH-Wert bilden kann, 
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nicht jedoch bei neutralem pH-Wert, bex dem die 
LadungsabstoBung zwischen den negativ geladenen sauren 
Res ten die Helixbildung verhindert, kann pH-Spezif itat 
erreicht werden. Diese Eigenschaft findet sich auch bex 
naturlich vorkommenden Sequenzen (z.B. der N-Terminus 
des inf luenza-HA2 -Peptids ) . 

Bin zur GSnze synthetisches amphipathisohes Peptid mit 
pH-Wert-spezifischen Eigenschaf ten run Aufbrechen von 
Membranen wurde von Subbarao etal., 1987, und von 
Parente et al., 1990, beschrieben. Von diesem Peptxd 
(in freier Form) wurde gezeigt, daB es in Membranen nur 
kleine Poren bildet, die nur die Freisetzung kleiner 
verbindungen erlauben ( Parente et al . , 1990 ) . 

in Rahmen der Ausfiihrungsform der vorliegenden 
Erfxndung, die sich nicht- viraler, gegebenenf alls 
synthetischer Peptide bedient, werden fur gewohnlich 
die folgenden Schritte unternommen: Aus der Gruppe 
naturlich vorkommender Oder kOnstlicher Peptide wird 
eine amphipathische Peptidsequenz ausgewahlt. Peptide 
dieser Art gehoren zum Stand der Technik; eine 
Obersicht iiber Beispiele wird in Tabelle 2 gegeben. 
Wenn notwendig, werden saure Reste (Glu, Asp) 
eingefiihrt, um die Aktivitat des Peptids, Membranen 
aufzubrechen, mehr pH-Wert-spezif isch zu machen (z.B. 
die doppelsaixre Mutante des Influenza- 
Hamagglutininpeptids der Bezeichnung P50 entsprechend 
Beispiel 37). Wenn erf orderlich, konnen saure Reste 
auch eingefuhrt werden, um die Bindung des Peptids an 
Polylysin zu erleichtern. Eine Mdglichkeit, solch eine 
Polykationen-Bindungsdomane vorzusehen, kann darin 
bestehen, C-terminale saure Verlangerungen, z.B. einen 
oligo-Glu-Schwanz, vorzusehen. 

Fur die vorliegende Erfindung geeignete 
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endosomolytische Peptide konnen auch erhalten werden, 
indem naturlich vorkommende und kiinstliche Sequenzen 
vereinigt werden. Im Zuge der vorliegenden Erfindung 
wurden Beispiele mit verschiedenen Peptiden, abgeleitet 
von dem von Parente et al., 1990, beschriebenen 
synthetischen Peptid GALA, durchgef iihrt . Einige der in 
den Beispielen der vorliegenden Erfindung eingesetzten 
Derivate wurden erhalten, indem das Peptid GALA oder 
Modif ikationen davon mit Sequenzen des Inf luenzapeptids 
Oder Modif ikationen davon kombiniert wurde, z.B. die 
Peptide der Bezeichnung EALA-Inf und EALA-P50 
entsprechend Beispiel 37 . 

Die Lange der Peptidsequenz kann im Hinblick auf die 
amphipathische Helix kritisch sein; eine Erhohung der 
Stabilitat von kurzen Domanen, die von naturlichen 
Proteinen abgeleitet sind und denen der Kontext des 
stabilisierenden Proteins fehlt, kann durch 
Verlangerung der Helix erzielt werden. 

Urn die endosomolytische Aktivitat der Peptide zu 
verstarken, konnen Homodimere , Heterodimere Oder 

— ■- Oligomere -gebi-ldet werden; in den Beispielen der 

vorliegenden Erfindung wurde gezeigt, daB ein P50- 
Dimeres eine viel hohere Aktivitat als das Monomer 
aufweist . 

Die Er finder haben die Wirkung synthetischer Peptide 
auf die DNA-Auf nahme mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten gezeigt. Es wurden mehrere verschiedene 
Peptide synthetisiert , ihre Fahigkeit, Liposomen und 
Erythrozyten durchlassig zu machen, bestimmt und ihre 
Wirkung auf die Lucif erase-Expression in TIB 73-Zellen 
und in NIH 3T3-Zellen getestet. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das 

ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



_iCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

42 



endosomolytische Mittel sine nicht-peptidische 
amphipathische Substanz. Die Anforderungen, die exne 
solche Substanz erf alien muS, um fur die Anwendung xm 
Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet zu sein, 
sind im wesentlichen dieselben wie fur die 
amphipathischen Peptide, namlich die Fahigkeit, in den 
Nukleinsaure-Komplex integriert zu werden, pH- 
Spezifitat, etc. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Komplexe, die in hohere eukaryotische Zellen 
aufgenommen werden, enthaltend Nukleinsaure und em 
Konjugat, das die Fahigkeit besitzt, mit Nukleinsaure 
einen Komplex zu bilden, zum Einfuhren von Nukleinsaure 
in hohere eukaryotische Zellen. Die Komplexe sind 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Konjugat enthalten, 
das aus einer Nukleinsaure- affinen Substanz und einem 
endosomolytisehen Mittel besteht, das an die 
Nukleinsaure-affine Substanz gebunden ist und die 
Fahigkeit besitzt, als Bestandteil eines 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes in die Zelle 
aufgenommen zu werden und den Inhalt der Endosomen, in 
denen der Komplex nach Eintritt in die Zelle 
lokalisiert ist, ins Zytoplasma freizusetzen. 

Die Nukleinsaure-Komplexe, die ira Rahroen der 
vorliegenden Erfindung zur Anwendung kommen, sind 
vorzugsweise solche, in denen die Nukleinsaure mit 
einer Nukleinsaure-af f inen Substanz derart komplexiert 
1st, daB die Komplexe im wesentlichen elektroneutral 
sind. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsform der Erfindung ist 
das endosomolytische Mittel ein Virus oder eine 
Viruskomponente, das bzw. die kovalent an ein 
Polykation gebunden ist. 



ERSATZES LATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



43 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfassen die 
endosomolytischen {Conjugate - zusatzlich zu Konjugaten, 
in denen endosomolytische Mittel ionisch an eine DNA- 
Bindungsdomane gebunden sind - def initionsgemaB auch 
endosomolytische Mittel, die direkt an DNA binden, z.B. 
uber ihre basische Verlangerung , obwohl "Kon jugate" 
dieser Art streng genommen nicht durch Konjugation, 
d.h. durch Verbinden zweier Komponenten miteinander, 
erhalten wurden. Die Funktion von endosomolytischen 
Mitteln dieses Typs als Bestandteile der 
erf indungsgemaSen Zusammensetzung ist unabhangig davon, 
ob sie durch Konjugation eines endosomolytischen 
Mittels und einer DNA-Bindungsdomane synthetisiert 
wurden oder ob eine DNA-Bindungsdomane ursprunglich im 
endosomolytischen Mittel vorhanden war. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
enthalten die Komplexe zusatzlich zum endosomolytischen 
Konjugat ein weiteres Konjugat, in dem eine 
Nukleinsaure-af f ine Substanz, im Falle eines 
endosomolytischen Polykation-Konjugats im allgemeinen 

dieselbe-wie-die-des -Konjugats, mit einetn — — 

Internalisierungsf aktor mit Affinitat fur die Zielzelle 
gekoppelt ist. Diese Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung wird vor allem dann angewendet, wenn die 
Zielzelle keine oder nur wenige Rezeptoren fur das 
Virus aufweist, das als Bestandteil des 
endosomolytischen Konjugats zur Anwendung kommt. Eine 
weitere Anwendung dieser Ausf uhrungsf orm ist die, bei 
der eine Viruskomponente, z.B. ein natiirlich 
vorkommendes , gegebenenf alls modif iziertes Peptid, ein 
nicht- virales, gegebenenf alls synthetisches 
endosomolytisches Peptid oder ein Virus einer 
entfernten Spezies eingesetzt werden, die nicht die 
Fahigkeit aufweisen, von sich aus in die zu 
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transfizierenden Zellen einzudringen . In Gegenwart 
eines weiteren mternalisierungsf aktor- 
Verbindungsfaktor-Konjugats profitieren diese 
endosomolytischen Kon jugate von der 

Internalisierungsfahigkeit des zweiten Konjugats, indem 
sie gemeinsam mit diesem an die Nukleinsaure 
komplexiert werden und als Bestandteil des so 
entstandenen Komplexes, im folgenden als "Kombinations- 
Komplex" Oder "ternarer Komplex" bezeichnet, in die 
Zelle aufgenommen werden. Ohne auf diese Theorie 
festgelegt sein zu wollen, werden die Kombinations- 
Komplexe von Zellen entweder durch Bindung an den fur 
den Internalisierungsfaktor spezifischen 
Oberflachenrezeptor oder, im Falle der Verwendung eines 
Virus Oder einer viruskomponente , durch Bindung an den 
Virusrezeptor Oder durch Bindung an beide Rezeptoren 
uber den Weg der Rezeptor-vermittelten Endozytose 
aufgenommen. Bei der Freisetzung der endosomolytische 
Mittel aus den Endosomen wird auch die in den Komplexen 
enthaltene DNA in das Zytoplasma freigesetzt und 
entkommt dadurch dem lysosomalen Abbau. 

In den Versuchen der vorliegenden Erfindung mit HeLa- 
Zellen konnten beinahe alle Zellen mit freiem 
Adenovirus transfiziert werden. Die Leistungsf ahigkeit 
fur Hepatozyten konnte noch weiter gesteigert werden, 
wenn ternare DNA-Komplexe verwendet wurden, in denen 
die Reporter-DNA mit Polylysin-Transferrin-Konjugaten 
komplexiert ist und an Adenovirus gebunden wird. Hier 
wird die gemeinsame Lokalisierung des endosomolytischen 
Virus und des Ligand/Rezeptor-Komplexes in den Endosom 
gewahrleistet, wobei fur verschiedene Zellen, wie 
BNL.CL2- und HepG2-Zellen, eine Transfektion in 
praktisch alien Zellen erreicht wurde. Solch eine 
Situation kann fur die Experimente angenahert werden, 
in denen ternare. Transferrin enthaltende Komplexe eher 
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uber den Transf errin-Rezeptor als uber den Adenovirus- 
Rezeptor Eintritt in K562-Zellen fanden. 

Uberraschenderweise transportierten ternare Komplexe 
DNA sogar in sehr niedrigen Mengen. So wurden bei einem 
Einsatz von 30 pg DNA pro 3 x 105 Zellen 1.8 x 104 
Lichteinheiten ( resultierend aus der Expression einer 
auf einem Plasmid enthaltenen, fur Luciferase 
kodierenden Seguenz ) erhalten. Bei einem solchen Input 
kommen auf eine Zelle nur 60 DNA-Molekule und 1 PFU an 
Virus ("Plaque Forming Unit"). Zum Vergleich: die 
weniger effiziente Kalziumprazipitationsvorschrif t 
verwendet 2 x 105 DNA-Molekule pro Zelle ( Sambrook et 
al., 1989). Die vorliegende Erfindung stellt daher 
einen betrachtlichen Fortschritt dar, weil sie die 
effiziente Transformation von hoheren eukaryotischen 
Zellen mit sehr kleinen DNA-Mengen erlaubt. 

Die Gegenwart von Viren, Viruskomponenten oder nicht- 
viralen endosomolytischen Mitteln als Bestandteile von 
endosomolytischen Konjugaten in den DNA-Komplexen hat 
folgende Vorteile: 

1 ) Breitere Anwendbarkeit der Gentransf ertechnik mit 
Nukleinsaure-Komplexen, weil das endosomolytische 
Mittel selbst, insbesondere fur den Fall, daS ein Virus 
oder eine Viruskomponente eingesetzt wird, den 
Internalisierungsf aktor darstellen kann oder auch in 
Kombination mit einem weiteren internalisierunsf aktor 
(z.B. Transferrin oder Asialofetuin etc.) an die DNA 
komplexiert werden kann. Dadurch ist es moglich, den 
positiven Effekt der Viren auch fur Zellen auszunutzen, 
die keinen Rezeptor fur die jeweiligen Viren haben. 

2) Verbesserung der Gentransf er Effizienz, da durch die 
Bindung der endosomolytischen Kon jugate an die DNA eine 
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gemeinsame Aufnahme in die Zellen gewahrleistet ist. 
Durch die koordinierte Aufnahme und Freisetzung von 
Viren und DMA, ergibt sich welters die Moglichkeit 
einer Reduktion der fur einen effizienten Gentransfer 
benotigten Menge an DMA und Viren, was besonders fur 
Anwendungen In vivo von essentieller Bedeutung ist. 

unter internalisierungsf aktor sind im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung Liganden Oder Fragmente davon zu 
verstehen, die nach Bindung an die Zelle uber 
Endozytose, vorzugsweise Rezeptor-vermittelte 
Endozytose, internalisiert werden, Oder Faktoren, deren 
Bindung/lntemalisierung uber Fusion mit 
Zellmembranelementen erf olgt . 

Zu geeigneten Internalisierungsf aktoren zahlen die 
Liganden Transferrin (Klausner et al.„ 1983), 
Conalbumin ( Sennett et al., 1981), Asialoglykoproteine 
(wie Asialotransferrin, Asialorosomucoid oder 
Asialofetuin), (Ashwell et al., 1982), Lectine 
(Goldstein et al., 1980 und Shardon, 1987), bzw. 
Substanzen, die Galaktose enthalten und Uber den 
Asialoglykoproteinrezeptor internalisiert werden; 
mannosylierte Glykoproteine (Stahl et al . , 1987), 
lysosomale Enzyme (Sly et al., 1982), LDL (Goldstein et 
al., 1982), modifizierter LDL (Goldstein et al., 1979), 
Lipoproteine, die uber Rezeptoren in die Zelle 
aufgenommen werden (apo B100/LDL); virale Proteine, wie 
das HIV-Protein gpl20; Antikarper (Mellman et al., 
1984, Kuhn et al., 1982, Abrahamson et al., 1982) bzw. 
Fragmente davon gegen Zelloberf lachenantigene, z.B. 
anti-CD4, anti-CD7; Zytokine wie lnterleukin-1 (Mizel 
et al., 1987), Inter leukin-2 (Smith et al., 1985), TNF 
(Imamure et al., 1987), Interferone (Anderson et al., 
1982); CSF ("Colony-stimulating Factor"), (Walker et 
al., 1987), Faktoren und Wachstums faktoren wie Insulin 
(Marshall, 1985), EGF ( "Epitermal Growth Factor"), 
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(Carpenter, 1984); PDGF ("Platelet-derived Growth 
Factor"), (Heldin et al . , 1982), TGF3 (Transforming 
Growth Factor 6" ) , (Massague et al . , 1986), 
Nervenwachstumsfaktor ( Hosang et al . , 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ("Insulin-like Growth 
Factor"), (Schalch et al . , 1986), LH, FSH (Ascoli et 
al., 1978), Wachs turns ho rmon (Hizuka et al . , 1981), 
Prolactin ( Posner et al . , 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al . , 1980), a- 
2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al . , 1979), sowie 
"entwaf f nete" Toxine. Weitere Beispiele sind 
Immunglobuline oder Fragmente davon als Liganden fur 
den Fc-Rezeptor oder Anti-Immunglobulin-Antikorper , die 
an SIgs ("Surface Immunoglobulins") binden. Die 
Liganden konnen natiirlichen oder synthetischen 
Ursprungs sein ( siehe Trends Pharmacol. Sci . , 1989, und 
die darin zitierten Ref erenzen ) . 

Wesentlich fur die Eignung solcher 

Internalizierungsf aktoren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, 

— a) daB sie vom spezif ischen Zelltyp, in den die — 
Nukleinsaure eingebracht werden soil, 
internalisiert werden konnen und ihre 
Internalisierungsf ahigkeit nicht oder nicht 
wesentlich beeintrachtigt wird, wenn sie mit dem 
Verbindungsf aktor konjugiert werden, und 

b) daS sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 

sind, Nukleinsaure auf dem von ihnen benutzten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

durchgef uhrten Versuchen wurde die breite Anwendbarkeit 

der Erfindung hinsichtlich des Internaliserungsf aktors 
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bzw. eines zusatzlichen Internalisierungsf aktors in den 
Kombinations-Komplexen anhand von human- und Maus- 
Transferrin-Polylysin-Konjugaten, Asialofetuin- 
Polylysin-Konjugaten, calaktose-Polylysin-Konjugaten, 
Weizenkeimagglutinin-pL-Konjugaten, der T-Zell- 
spezifischen g P 120-pL und antiCD7-pL-Konjugate, von 
LDL-pL-Konjugaten, Ig-pL- und anti-Ig-pL-Konjugate 
sowie anhand von DNA-Polylysin-Komplexen, die kemen 
intemalisiemngsfaktor enthalten, gezeigt. AuSerdem 
wurde anhand von Komplexen aus DNA und Polylysin- 
konjugiertem Virus (bzw. Viruskomponente ) , die kein 
zusatzliches Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor- 
Konjugat enthielten, die Leistungsf ahigkeit der 
erfindungsgemaBen viralen Kon jugate gezeigt. 

Im einzelnen kann in Vorversuchen bestimmt werden, ob 
im Fall der Verwendung von freiem Virus als 
endosomolytisches Mittel die Anwendung eines 
Internalisierungsf aktors, oder ob fur den Fall, daB das 
endosomolytische Mittel ein Virus Oder eine 
Viruskomponente Oder ein nioht-virales Peptid als Teil 
eines endosomolytischen Konjugats 1st, ein 
"zusatzlicher" Verbindungsf aktor die Aufnahme von 
Nukleinsaure-Komplexen ermeglicht oder verbessert. 
Solche Test umfassen Parallel-Trans fektionen mit 
Nukleinsaure-Komplexen einmal ohne (zusatzlichen) 
intemalisierungsf aktor, z.B. im Fall von viralen 
Konjugaten mit Komplexen, bestehend aus Nukleinsaure 
und viralem Konjugat, und einmal mit Komplexen, in 
denen die Nukleinsaure mit einem weiteren Konjugat, 
enthaltend einen weiteren Internalisierungsf aktor , fur 
den die Zielzellen einen Rezeptor haben. 

Bex Anwendung eines Internalisierungsf aktors oder eines 
zusatzlichen internalisierungsf aktors, d.h. wenn ein 
Kombinations-Komplex zur Anwendung kommt, wird dieser 
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vor allem durch die Zielzellen definiert, z.B. durch 
bestimmte Oberf lachenantigene Oder Rezeptoren, die fur 
einen Zelltyp spezifisch sind und somit einen 
gerichteten Import der Nukleinsaure in diesen Zelltyp 
ermoglichen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
Nukleinsaure-af fine Substanzen sind z.B. homologe 
organische Polykationen wie Polylysin, Polyarginin, 
PoXyornithin oder heterologe Polykationen mit zwei Oder 
mehr unterschiedlichen positiv geladenen Aminosauren, 
wobei diese Polykationen verschiedene Kettenlange 
aufweisen konnen, waiters nicht-peptidische 
synthetische Polykationen wie Polyethylenimin. 
Geeignete Nukleinsaure-af fine Substanzen sind ferner 
naturliche DNA bindende Proteine polykationischen 
Charakters wie Histone oder Protamine bzw. Analoge oder 
Fragmente davon, sowie Spermin oder Spermidine . 

Die Lange des Polykations ist nicht kritisch, sofern 
die Komplexe im Hinblick auf die bevorzugte 
Ausf uhrungsf orm im wesentlichen elektroneutral sind. 
Der bevorzugte - Bereich der -Polylysin-Kettenlange liegt 
im Bereich von ca. 20 bis ca. 1.000 Lysinmonomere. Es 
besteht jedoch fur eine vorgegebene DNA- Lange keine 
kritische Lange fur das Polykation. Wenn die DNA aus 
6.000 bp und 12.000 negativen Ladungen besteht, kann 
die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sein: 

60 Mol Polylysin 200 oder 

30 Mol Polylysin 400 oder 

120 Mol Polylysin 100, etc. 
* Der Durchschnittsf achmann kann mittels einfacher 

Routineversuche andere Kombinationen von 
Polykationlange und molarer Menge auswahlen. 

Weitere geeignete Nukleinsaure-af fine Substanzen als 
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Bestandteil der Y. n jugate sind interkalierende 
Substanzen wie Ethidiumdimere, Acridin oder 
interkalierende Peptide, enthaltend Tryptophan und/oder 
Tyrosin und/oder Phenylalanin. 

Hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung der 
Nukleinsaure-Komplexe wird im allgemeinen zunachst die 
in die Zelle zu importierende Nukleinsaure festgelegt. 
Die Nukleinsaure wird vor allem durch den in der Zelle 
zu erzielenden biologischen Effekt definiert, im Falls 
der Anwendung im Rahmen der Gentherapie durch das zur 
Expression zu bringende Gen bzw. den Genabschnitt , z.B. 
zwecks substitution eines defekten Gens, oder durch die 
Zielsequenz eines zu inhibierenden Gens. Bei den in die 
Zelle zu transportierenden Nukleinsauren kann es sich 
urn DMAs oder RNAs handeln, wobei hinsichtlich der 
Nukleotidsequenz keine Beschrankungen bestehen. 

Wenn die Erfindung auf Tumorzellen angewendet wird, um 
diese als Krebsvaccine einzusetzen, kodiert die in die 
DMA einzufiihrende Zelle vorzugsweise fur eine 
immunmodulierende Substanz, z.B. ein Zytokin wie IL-2, 
IL-4 IFN-ganuna, TNF-a. Von besonderem Nutzen konnen 
Komblnationen von DNAs sein, die fiir Zytokine kodieren, 
z.B. IL-2 und IFN-gamma. Ein wei teres Gen, das fur das 
Einbringen in Tumorzellen nutzlich ist, ist das -Multi 
Drug Resistance Gene" (mdr). In der vorliegenden 
Erfindung wurden mit Erfolg Transferrin-Polylysin- und 
Low Density-Lipoprotein- {Conjugate zusammen mit 
Adenovirus-Konjugaten fur die Transfektion von 
Tumorzellen ( Melanomzellen ) eingesetzt. In Abhangigkeit 
von der spezifischen Anwendung kann in Vorversuchen 
ermittelt werden, welcher Ligand fur den speziellen 
Anwendungsfall fur den jeweiligen Tumorzellty geeignet 
ist. 
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Es ist auch moglich, zwei oder mehr verschiedene 
Nukleinsauresequenzen in die Zelle einzubringen, z.B. 
ein Plasmid, enthaltend cDNAs, kodierend fur zwei 
verschiedene Proteine, unter der Kontrolle von 
geeigneten regulator ischen Sequenzen, oder zwei 
verschiedene Plasmidkonstrukte, enthaltend verschiedene 
cDNAs . 

Zu therapeutisch wirksamen inhibierenden Nukleinsauren, 
die zum Zweck der Inhibierung spezifischer Gensequenzen 
in die Zelle eingefuhrt werden, zahlen Genkonstrukte , 
von denen Antisense-RNA oder Ribozyme transkribiert 
werden. Ferner ist es auch moglich, Oligonukleotide, 
z.B. Antisenseoligonukleotide, in die Zelle 
einzubringen. Antisenseoligonukleotide umfassen 
vorzugsweise 15 Nukleotide oder mehr. Gegebenenf alls 
konnen die Oligonukleotide multimerisiert sein. 
Ribozyme werden vorzugsweise als Teil eines 
Genkonstrukts, das stabilisierende Genelemente, z.B. 
tRNA-Genelemente, enthalt, in die Zelle eingefuhrt. 
Genkonstrukte dieses Typs sind in der EP A 0 387 775 
geoffenbart. Inhibierende Nukleinsauren und deren 
_ wirkmechanismen- sind deirr Durchschnittsf achmann — ~ 

gelaufig; diesbeztiglich wird auf die Ubersichtsartikel 
von Helene und Toulme, 1990, und Takayama und Inouye, 
1990, sowie die darin zitierten Referenzen verwiesen. 

AuBer Nukleinsauremolekulen, die Gene, z.B. virale 
Gene, aufgrund ihrer Komplementaritat inhibieren, 
konnen auch Gene mit anderer inhibierender Wirkung 
verwendet werden. Beispiele dafur sind Gene, die fur 
virale Proteine kodieren, die sog. transdominante 
Mutationen haben (Herskowitz, 1987). Expression der 
Gene in der Zelle liefert Proteine, die das 
entsprechende Wildtypprotein dominieren und auf diese 
Weise die Zelle, die zellulare Immunitat erwirbt, 



ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



WO 93/07283 

52 



schutzen, indem sie die Virusreplikation verhindern. 
Geeignet sind transdominante Mutationen viraler 
Proteine, die fur die Replication und Expression 
erforderlich sind, z.B. Gag-, Tat- und Rev-Mutanten, 
von denen gezeigt wurde, daB sie HIV-Replikation 
inhibieren (Trono et al., 1989; Green et al., 1989; 
Malim et al., 1989). 

Bin anderer Mechanismus zur Erlangung intrazellularer 
inununitat umfaBt die Expression von RNA-Molekiilen , die 
die Bindungsstelle fur ein essentielles virales Protein 
enthalten, z.B. sog. "TAR Decoys" (Sullenger et al., 
1990) . 

Beispiele fur im Rahmen der somatischen Gentherapie 
anwendfaare Gene, die mit Hilfe der vorliegenden 
Erfindung als Bestandteil von Genkonstrukten in dxe 
Zelle eingeschleust werden konnen, sind Faktor VIII 
(Hamophilie A), (siehe z.B. Wood et al., 1984), Faktor 
IX (Hamophilie B), (siehe z.B. Kurachi et al., 1982), 
Adenosindeaminase (SCID), (siehe z.B. Valerio et al., 
1984), o-l Antitrypsin ( Lungenemphysem ) , (siehe z.B. 
Ciliberto et al., 1985) oder das "Cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator gene" (siehe z.B. 
Riordan et al., 1989). Diese Beispiele stellen 
keinerlei Beschrankung dar. 

Beziiglich der GroBe der Nukleinsauren sind Anwendungen 
in einem weiten Bereich maglich; mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung kennen Nukleinsaure-Molekule 
einer GroBenordnung von ca. 0.15 kb ( im Falle eines ein 
Ribozym-Gen enthaltenden tRNA-Gens) bis ca. 50 kb und 
dariiber in die Zelle befordert werden; kleinere 
Nukleinsauremolekule konnen als Oligonukleotide 
angewendet werden. 
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Es ist offensichtlich, daB gerade aufgrund der 
Tatsache, daB die vorliegende Erfindung keinerlei 
Beschrankungen hinsichtlich der Gensequenz unterliegt 
und daB mit Hilfe der Erfindung auch sehr groBe 
Genkonstrukte transport iert werden konnen, brei teste 
Anwendungsmoglichkeiten gegeben sind. 

Ausgehend von der Nukleinsaure wird die Nukleinsaure- 
affine Substanz, vorzugsweise eine organische 
polykationische Substanz, bestimmt, die die 
Komplexierung der Nukleinsaure gewahrleistet, die 
erhaltenen Komplexe sind vorzugsweise im wesentlichen 
elektroneutral . Wenn die Komplexe neben dem 
endosomolytischen Konjugat ein Konjugat aus einem 
Internalisierungsfaktor und einer Nukleinsaure-af f inen 
Substanz enthalten, wird der Kationenanteil beider 
Kon jugate hinsichtlich des Aspekts der 
Elektroneutralitat in Betracht gezogen. 

Im Zuge von fruheren Erfindungen war festgestellt 
worden, daB ein Optimum fur den Import von Nukleinsaure 
in die Zelle erzielt werden kann, wenn das Verhalnis 
'Konjugat: Nukleinsaure "so gewahlt wurde, - daB die 
Internalisierungsfaktor-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexe weitgehend elektroneutral waren. Es wurde 
festgestellt, daB die Menge der in die Zelle 
aufgenommenen Nukleinsaure-Menge nicht verringert wird, 
wenn ein Teil der Transferrin-Polykation-Kon jugate 
durch nicht-kovalent gebundenes Polykation ersetzt 
wird; in bestimmten Fallen kann sogar eine 
betrachtliche Steigerung der DNA-Auf nahme erreicht 
werden (Wagner et al., 1991a). Dabei war beobachtet 
worden, daB die DNA innnerhalb der Komplexe in zu 
toroiden Strukturen mit einem Durchmesser von 
80 - 100 nm verdichteter Form vorliegt. Die Menge an 
Polykation wird somit im Hinblick auf die beiden 
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Parameter Elektroneutralitat und Erzielung einer 
kompakten Struktur gewahlt, wobei die Menge an 
Polykation, die sich im Hinblick auf die Erzielung der 
Elektroneutralitat aus der Ladung der Nukleinsaure 
ergibt, im allgemeinen auch eine Kompaktierung der DNA 
gewahrleistet . 

Gegebenenfalls enthalten somit in einer weiteren 
Ausfiihrungsform der Erfindung die Komplexe zusatzlich 
Nukleinsaure-bindende Substanzen in nicht kovalent- 
gebundener Form, die gleich Oder verschieden vom 
Verbindungsfaktor, also der Nukleinsaure-af f inen 
Substanz in den Konjugaten, sein konnen. Fur den Fall, 
daB das endosomolytische Mittel freies Virus ist, 
umfassen die Komplexe Nukleinsaure und 

intemalisierungsfaktor-Konjugat. FUr den Fall, daB ein 
endosomolytisches, z.B. ein virales Konjugat verwendet 
wird, ist die Nukleinsaure mit diesem Konjugat 
komplexiert, gegebenenfalls gemeinsam mit einem 
Konjugat eines zusatzlichen Internal isierungsfaktors. 
Die Auswahl von nicht-kovalent gebundenen "freien" 
Nukleinsaure-affinen Substanzen nach Art und Menge wird 
auBerdem auf das Konjugat bzw. die Kon jugate 
abgestimmt, wobei vor allem der im Konjugat enthaltene 
verbindungsfaktor zu berucksichtigen ist: ist der 
verbindungsfaktor z.B eine Substanz, die keine oder nur 
geringe Fahigkeit zur DNA-Kondensation aufweist, ist es 
im Hinblick auf eine effiziente Intemalisierung der 
Komplexe im allgemeinen zweckmaBig, solche DNA-affine 
Substanzen einzusetzen, die diese Eigenschaft in 
starker ausgepragtem MaB besitzen. Ist der 
Verbindungsfaktor selbst eine Nukleinsaure 
kondensierende Substanz und wird bereits durch inn eine 
im Hinblick auf effiziente Intemalisierung 
ausreichende Kompaktierung der Nukleinsaure bewirkt, 
wird zweckmaBigerweise eine Nukleinsaure-af fine 
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Substanz verwendet, die aufgrund anderer Mechanismen 
eine Steigerung der Expression bewirkt . 

Zu den im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten 
nicht-kovalent gebundenen Nukleinsaure-af f inen 
Substanzen zahlen Verbindungen mit der Fahigkeit, 
Nukleinsaure zu kondensieren und/oder diese vor 
unerwunschtem Abbau in der Zelle zu schutzen, 
insbesondere die bereits angefuhrten Substanzen 
polykationischen Charakters. Eine weitere Gruppe 
geeigneter Substanzen sind solche, die durch Bindung an 
die Nukleinsaure eine Verbesserung deren 
Transkription/Expression bewirken, indem sie die 
Zuganglichkeit der Nukleinsaure fur die 
Expressionsmaschinerie der Zelle verbessern. Ein 
Beispiel fur eine solche Substanz ist das chromosomale 
Nicht-Histon-Protein HMG1 , von dem festgestellt wurde, 
daB es die Fahigkeit aufweist, DNA zu kompaktieren und 
in der Zelle zur Expression zu bringen. 

Bei der Bestimmung des molaren Verhaltnisses von 
endosomolytischem Mittel und/oder 
" internalisierungsfaktor/Nukleinsaure-af f ine 
Substanz/Nukleinsaure(n) ist zu berucksichtigen, daB 
Komplexierung der Nukleinsaure(n) stattfindet und 
gewahrleistet ist, daB der gebildete Komplex an die 
Zelle gebunden, in die Zelle befordert wird und daB er 
entweder von selbst oder mit Hilfe des 

endosomolytischen Mittels aus den Endosomen freigesetzt 
wird. 

Das jeweils gewahlte Vernal tnis 

Internalisierungsf aktor/Verbindungsf aktor/Nukleinsaure 
richtet sich vor allem nach der GroBe der 
Polykationmolekule sowie nach der Anzahl und Verteilung 
der positiv geladenen Gruppierungen, Kriterien, die auf 
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GrOBe und Struktur der zu transportierenden 
Nukleinsauretn, abgestimmt werden. Vorzugsweise betragt 
das molare Verhaltnis 

Internalisierungsf aktor : Nukleinsaure-af f ine Substanz 
ca. 10:1 bis ca. 1:10. 

Nach Konstruktion und Synthese der Kon jugate und der 
Bestimmung des fur die Effizienz der Ttansfektioo 
optimalen Verhaltnisses Kon j ugat ( e ) : DNA kann mit Hilfe 
von Titrationen die Menge des Internalisierungsf aktor- 
Konjugat-Anteils bestimmt werden, der gegebenenf alls 
durch freie Nukleinsaure-af fine Substanz ersetzbar xst. 
im Falle der verwendung von Polykationen sowohl als 
verbindungsfaktor als auch als freie Nukleinsaure- 
affine Substanz kannen die Polykationen gleich Oder 
verschieden sein. 

Fur die Ausfiihrungsform der Erfindung, bei der virale 
Kon jugate zur Anwendung konunen, besteht eine geeignete 
Methode zur Bestinunung des Verhaltnisses der in den 
Komplexen enthaltenen Komponenten darin, zuerst das in 
die Zelle zu importierende Genkonstrukt zu def inieren 
und, wie oben beschrieben, ein Virus oder eine 
Viruskoraponente zu finden, das bzw. die fur die 
spezielle Transfektion geeignet ist. Dann wird das 
Virus oder die viruskomponente an das Polykation 
gebunden und mit dem Genkonstrukt komplexiert . 
Ausgehend von einer definierten Menge an viralem 
Konjugat konnen Titrationen durchgeftthrt werden, indem 
die Zielzellen mit dieser (konstanten) Kon j ugatmenge 
und abnehmenden DNA-Konzentrationen behandelt werden, 
oder umgekehrt. Auf diese Weise wird das optimale 
verhaltnis DNA: Virus -Konjugat ermittelt. Bei Verwendung 
eines zusatzlichen Internalisierungsf aktors wird z.B. 
so vorgegangen, daB ausgehend von einer konstanten DNA- 
Menge durch Titrationen das optimale Verhaltnis 
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zwischen Virus-Konj ugat und Internalisierungsf aktor- 
Konjugat bestimmt wird. 

Die Komplexe konnen hergestellt werden, indem die 
Komponenten i) Nukleinsaure, ii ) virales Konjugat, 
gegebenenf alls iii ) 

Internalisierungsf aktor/Verbindungsf aktor-Konj ugat und 
gegebenenf alls iv) nicht-kovalent gebundene 
Nukleinsaure-af f ine Substanz, die jeweils in Form 
verdiinnter Losungen vorliegen, gemischt werden. Im 
Falle der Verwendung von Polykationen als 
Verbindungsf aktor und gleichzeitig als " freie" 
Polykationen ist es im allgemeinen zweckmafiig, zuerst 
eine Mischung von Konjugaten mit freien Polykationen 
herzustellen und diese Mischung mit DNA zu vereinigen. 
Dabei wird das optimale Verhaltnis von DNA zu 
Konjugat (en) und Polykationen durch 
Titrationsexperimente, d.h. in einer Reihe von 
Trans fektionsexperimenten mit konstanter DNA-Menge und 
zunehmender Menge an Konjugat( en ) /Polykationenmischung, 
bestimmt. Das optimale Verhaltnis von 
Konj ugat ( en ): Polykationen in der Mischung kann mit 

Hilfe von Rdutineexpef imenten bzw . " aus deiri Vergleicn" 

der optimalen VerhSltnisse der in den 

Titrationsexperimenten eingesetzten Mischungen erhalten 
werden . 

Die Herstellung der DNA- Komplexe kann bei 
physiologischen Salzkonzentrationen erfolgen. Eine 
weitere Moglichkeit besteht im Einsatz hoher 
Salzkonzentrationen ( etwa 2 M NaCl ) und anschlieSende 
Einstellung auf physiologische Bedingungen durch 
langsames Verdiinnen bzw. Dialyse. 

Die jeweils am besten geeignete Reihenfolge fur die 
Mischung der Komponenten Nukleinsaure, Konjugat(e), 
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gegebenenfalls nicht-kovalent gebundene freie 
Nukleinsaure-affine Substanz wird im einzelnen in 
Vorversuchen bestimmt. Fallweise kann es sich als 
sweckmaBig erweisen, zuerst die Nukleinsaure mit dem 
Konjugat zu komplexieren und erst dann die freie 
Nukleinsaure-affine Substanz, z.B. das Polykation 
zuzufiigen, z.B. im Fall von Transf errin-Ethidiumdimer- 
Konjugaten und Poiylysin. 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 1st 
der (zusatzliche) internalisierungsf aktor Transferrin 
und der Verbindungsf aktor ein Polykation. Unter 
"Transferrin" sind sowohl die naturlichen Transferrin 
zu verstehen als auch diejenigen Transferrin- 
Modifikationen, die vom Rezeptor gebunden und in die 
Zelle transportiert werden. 

Die Aufnahme der Nukleinsaure erfolgt in Form von 
Komplexen, in denen Internalisierungsf aktor-Polykation- 
Konjugate mit Nukleinsaure komplexiert sind. Im Falle 
des Gehalts an nicht-kovalent gebundener Nukleinsaure- 
af finer Substanz ist diese bevorzugt ein Polykation, 
das gleich Oder verschieden ist von dem im Konjugat 
enthaltenen Polykation. 

Im Fall von Kombinations -Komplexen wird die 
Nukleinsaure in Form von Komplexen intemalisiert, in 
denen einerseits die internalisierungsf aktor-Konjugate 
und andererseits die endosomolytischen mit Nukleinsaure 
komplexiert sind. 

Die internalisierungsf aktor-Polykation-Kon jugate, die 
gemeinsam mit freiem Virus Oder mit den viralen 
Konjugaten in den Kombinations -Komplexen zur Anwendung 
kommen, kfinnen auf chemischem oder, falls das 
Polykation ein Polypeptid ist, auf rekombinantem Weg 
hergestellt werden, beziiglich der Herstellungsmethoden 
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wird auf die Offenbarung der EP 388 758 Bezug genommen. 

Die Konjugate konnen auch hergestellt werden, indem ein 
Glykoprotein, z.B. Transferrin, und der 
Verbindungfak-tor uber eine oder mehrere 
Kohlenhydratketten des Glykoproteins miteinander 
verbunden sind. Solche Konjugate sind im Gegensatz zu 
den mittels herkommlicher Kopplungsverf ahren 
hergestellten Konjugaten frei von Modif ikationen, die 
von den verwendeten Linkersubstanzen stammen. 
Diese Konjugate weisen im Falle von Glykoproteinen, die 
nur eine oder wenige flir die Kopplung geeignete 
Kohlenhydratgruppen auf weisen, z.B. Transferrin, 
auSerdem den Vorteil auf, daB sie hinsichtlich ihrer 
Bindungsstelle Glykoprotein/Verbindungsf aktor exakt 
definiert sind. 

Die Menge an eingesetztem endosomolytischem Mit*tel bzw. 
dessen Konzentration richtet sich nach der im einzelnen 
vorgenommenen Transf ektion. Es ist zweckmaSig, die 
Mindestmenge an Virus bzw. Viruskomponente einzusetzen, 
die erforderlich ist, urn die Internalisierung von Virus 

1 - - — und^Nukleinsaure -Komplex urid die Frei" se t zlXng~~aus ~~ den ~ 

Endosomen zu gewahrleisten. Die Menge an 
Virus ( konjugat ) wird auf den jeweiligen Zelltyp 
abgestimmt, dabei ist vor allem die Inf ektiositat des 
Virus fur diesen Zelltyp zu beriicksichtigen. Ein 
wei teres Kriterium ist das jeweilige 
Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor-Konj ugat , 
insbesondere hinsichtlich des Internalisierungsf aktors , 
fur den die Zielzelle eine definierte Anzahl von 
Rezeptoren aufweist. AuBerdem richtet sich die Menge an 
Virus ( konjugat ) nach der Menge der zu import ierenden 
DNA. Fur eine stabile Transf ektion, fur die nur eine 
geringe DNA-Menge erforderlich ist, ist im allgemeinen 
eine kleine Menge an Virus ausreichend, wahrend fur 
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eine transient* Transfektion, fur die groBere DNA- 
Mengen erforderlich sind, die eingesetzte Virusmenge 
greBer 1st. Fur eine spezielle Anwendung wird xn 
Vorversuchen mit den jeweils fur die Transfektion 
vorgesehenen Zielzellen, gegebenenf alls mit einer 
gemischten zellpopulation, and dem fUr die Transfektion 
vorgesehenen Vektorsystem die optimale 
Viruskonzentration durch Titrieren ermittelt, wobex 
zweckmafligerweise als DMA ein Genkonstrukt eingesetzt 
wird, das hinsichtlich der GroBe mit dem fur die 
konkrete Anwendung vorgesehenen weitgehend 
Obereinstimmt und das zwecks einf acherer Messung der 
Effizienz des Gentransfers ein Reportergen enthalt. In. 
Rahmen der vorliegenden Erf indung wurde die Eignung des 
Luciferase- und des B-Galaktosidasegens als Reportergen 
fur derartige Versuche gezeigt. 

Die Erfindung betriff* in einem weiteren Aspekt ein 
Verfahren zum Einbringen von Komplexen aus 
Nukleinsaure, einer Nukleinsaure-bindenden Substanz und 
gegebenenfalls einem Intemalisierungsfaktor, in hohere 
eukaryotische Zellen. Das Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen mit einem Mittel xn 
Kontakt gebracht werden, das die Fahigkeit aufweist, 
entweder von sich aus oder als Bestandteil der 
Nukleinsaure-Komplexe in die Zellen aufgenommen zu 
werden und den Inhalt der Endosomomen, in denen die 
Nukleinsaure-Komplexe nach Eintritt in die Zelle 
lokalisiert sind, ins Zytoplastna f reizusetzen. 

im allgemeinen wird eine gleichzeitige Verabreichung 
von endosomolytischem Mittel und NukleinsSure-Komplex 
bevorzugt. die Verabreichung kann jedoch auch 
nacheinander erfolgen, wobei im Fall der getrennten 
Anwendung die Reihenfolge nicht kritisch ist, solange 
die verabreichung kurz hintereinander erfolgt, urn einen 
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moglichst gleichzeitigen Kontakt der Zelle mit den 
Komponenten zu gewShrleisten. Im Falle der Verwendung 
von freiem Virus in einer gesonderten Zubereitung, kann 
die gleichzeitige Verabreichung der Viruspraparation 
mit den Komplexen dadurch gewahrleistet werden, daB die 
Viruspraparation Bestandteil des Transf ektionsmediums 
ist, das den Nukleinsaure-Komplex enthalt. Im Faile der 
gleichzeitigen Verabrechung von freiem Virus werden die 
Nukleinsaure-Komplexe und die Viruszubereitung vor der 
Anwendung gemischt . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des 
erf indungsgemafien Verfahrens wird das endosomolytische 
Mittel als Bestandteil eines Kombinations-Komplexes 
eingesetzt . 

Um die Genexpression zu verstarken, konnen die 

erf indungsgemafien Zusammensetzungen auch wiederholt 

angewendet werden. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind die Zellen 
primare Tumorzellen . In einer besonders bevorzugten 
Ausf uhruhgsdE orm Tst " die ^klei nsaure - eine DNA, die" eine 
oder mehrere Sequenzen enthalt, die fur eine 
immunmodulierende Substanz, vorzugsweise ein Zytokin, 
kodieren. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm sind die Zellen 
Myoblasten, vorzugsweise primare Myoblasten. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm sind die Zellen 
Fibroblasten, vorzugsweise primare Fibroblasten. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm sind die Zellen 
Hepatozyten, vorzugsweise primare Hepatozyten. 
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in einer weiteren Ausf uhrungsform sind die Zellen 
primare Endothelzellen. 

in einer weiteren Ausf Uhrungsform sind die Zellen 
primare Atemwegsepithelzellen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Zellen T- 
Zellen- 

in einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Zellen B- 
Zellen. 

Tabelle 1 zeigt die erfolgreiche Transf ektion mit Hilfe 
der vorliegenden Erf indung am Beispiel verschiedener 
ZeXltypen. 

Die erf indungsgemaBe Zusammensetzung wurde auch bei der 
Transfektion von Hunde-Hamophilie B-Fibroblasten 
untersucht. Sowohl Lucif erase als auch 8-Galaktosidase 
konnten in diesen Fallen erfolgreich exprimiert werden. 
AuBerdem wurde das System verwendet, um die 1.4 Hunde- 
Faktor IX cDNA in diese Fibroblasten einzubringen. 
Mittels Sandwich-ELISA konnte Faktor IX 24 Stunden nach 
der Transfektion nachgewiesen werden. 

In bestinunten Fallen 1st es zweckmaBig, zusatzlich zum 
endosomolytischen Mittel eine lysosomatrope Substanz zu 
verwenden, z.B. wenn das endosomolytische Mittel ein 
Peptidkonjugat Oder ein Retrovirus ist, deren 
endosomolrtische Aktivitat nicht strikt pH-Wert- 
abhangig ist . 

Es ist bekannt, daB lysosomatrope Substanzen die 
Aktivitat von Proteasen und Nukleasen hemmen und somit 
den Abbau von Nukleinsauren inhibieren konnen (Luthmann 
und Magnusson, 1983). Zu diesen Substanzen zahlen 
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Chloroquin, Monensin, Nigericin und Methylamin. Es 
konnte gezeigt werden, daB Monensin eine Steigerung der 
Repor tergenexpres s ion im Falle der Anwendung von 
Moloneyvirus hervorruft. Es konnte gezeigt werden, daB 
die Gegenwart von Chloroquin in praktisch 100 % von 
K562-Zellen zur Expression eines Reportergens fiihrt, 
das durch Transferrin vermittelten DNA-Transfer in die 
Zellen eingebracht wurde. BNL.CL2 oder HepG2- 
Hepatozyten reagierten nicht so gut auf Chloroquin wie 
die K562-Zellen, konnten jedoch in einem AusmaB von 5 
bis 10 % transfiziert werden, wenn die 
endosomolytischen Eigenschaf ten von zugegebenem 
replikationsdef ektem oder chemisch inaktiviertem 
Adenovirus ausgenutzt werden. 

Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung werden die 
Vorteile der biologischen Vektoren verstarkt. Aufgrund 
der Verteilung der Rezeptoren gibt es einen Tropismus 
sowohl fur Internalisierungsf aktor als auch fur das 
Virus. Durch Abstimmung dieser beiden Komponenten auf 
die jeweilige Zellpopulation ist eine erhohte 
Selektivitat erreichbar, die vor allem bei der 
"therape"utischeh Anwendung der vorliegenderf Erf indung ^ 
zum Tragen kommt. Diesem Aspekt kommt besondere 
Bedeutung bei der therapeutischen Anwendung der 
vorliegenden Erfindung in der Lunge zu, weil die 
unterschiedlichen Zellpopulationen in der Lunge 
unterschiedliche Rezeptoren aufweisen, was die 
Konstruktion von Vektoren mit hoher Bindungsaf f initat 
fur eine bestimmte Zellpopulation, z.B. fur die 
bewimper-ten Zellen der Atemwege, erfordern kann. Als 
Liganden kommen z.B. Lectine in Betracht. Die 
Konstruk-tion solcher Kon jugate erfordert u.a. die 
Bestatigung der Bindungseigenschaf ten eines Liganden- 
Kandidaten in der Kon j ugat-Konf ormation . Diese 
Bestatigung kann z.B. mit Antikorpern gegen den 
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Liganden mi* Hilfe von immunhistochemischen 
FSrbemethoden in dem Gewebe, in dem die therapeutische 
Anwendung erfolgen soli, durchgefuhrt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren 
Aspekt pharmazeutische Zusammensetzungen, die als 
aktiven Bestandteil einen Komplex therapeutisch 
wirksamer Nukleinsaure, vorzugsweise als Teil eines 
Genkonstruktes, sowie ein endosomolytisches Mittel, das 
gegebenenfalls konjugiert ist, und gegebenenf alls ein 
Internalisierungsfaktor-Konjugat enthalten. Jeder 
inerte pharmazeutisch annehmbarer Trager kann verwendet 
werden, z.B. Kochsalzldsung Oder phosphatgepuf f erte 
Kochsalzlosung oder jeder Trager, in dem die DNA— 
Komplexe geeignete Lbslichkeitseigenschaf ten haben, um 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung angewendet zu 
werden. Bezuglich Methoden zur Formulierung 
pharmazeutischer Zubereitungen wird auf Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 1980, Bezug genommen. 

Die vorliegende Erfindung bietet den Vorteil, 
grbStmoglicher Flexibility bei der Anwendung, u.a. als 
pharmazeutische Zubereitung. Die erf indungsgemaBe 
Zusammensetzung kann als Lyophilisat oder in einem 
geeigneten Puffer in tief gefrorenem Zustand vorliegen. 
Sie kann auch als gebrauchsfertiges Reagens in Ldsung, 
vorzugsweise gekiihlt transportiert und gelagert, 
bereitgestellt werden. Gegebenenfalls liegen die fur 
die Transfektion erf orderlichen Komponenten , namlich 
DNA, endosomolytisches Mittel, gegebenenfalls 
konjugiert oder bereit fur die Konjugation mit einem 
getrennten Konjugationspartner, DNA-bindende Substanz, 
gegebenenfalls konjugiert mit einem 
Intemalisierungsfaktor, gegebenenfalls freies 
Polykation, in einem geeigneten Puffer getrennt oder 
teilweise getrennt als Bestandteile eines 
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Transf ektionskits vor, der ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist. Der Transf ektionskit der 
vorliegenden Erfindung umfaSt einen Trager, der einen 
Oder mehrere Behalter, wie Rohrchen, Flaschchen oder 
ahnliches enthait, die die fur die Transf ektion der 
hoheren eukaryotischen Zelle entsprechend der 
vorliegenden Erfindung erf orderlichen Materialien 
enthalten. In einem solchen Transf ektionskit kann ein 
erster Behalter ein Oder mehrere verschiedene DNAs, 
z.B. kodierend fur verschiedene Antigene, enthalten. 
Ein zweiter Behalter kann ein oder mehrere verschiedene 
Internalisierungsf aktor-Kon jugate enthalten, wobei die 
Anwendung des Transf ektionskits in Form eines 
Baukastensystems ermoglicht wird. Ob die Bestandteile 
als gebrauchsfertige Zubereitung oder getrennt 
vorliegen, urn unmittelbar vor der Verwendung gemischt 
zu werden, hangt neben der spezifischen Anwendung von 
der Stabilitat der Komplexe ab, die routinemaSig in 
Stabilitatstests untersucht werden kann. In einer 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm befindet sich ein 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus-Polylysin- 
Konjugat, das sich als lagerstabil erwiesen hat, in 
"einem" "der Behalter eines ki tsT~ I ri einer "weVtereh 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm liegen biotinyliertes 
Adenovirus und Streptavidin-Polylysin in getrennten 
Behaltern vor und werden vor der Anwendung gemischt. 
Unter Ausnutzung der Flexibilitat der Erfindung kann 
der Durchschnittsf achraann zahlreiche verschiedene 
Transf ektionskits entwickeln. 

Die therapeutische Anwendung der erf indungsgemaSen 
Zusammensetzung als pharmazeutische Zubereitung kann 
systemisch erfolgen, dabei wird die intravenose Route 
bevorzugt. Zielorgane fur diese Anwendungsf orm sind 
z.B. Leber, Milz, Lunge, Knochenmark, sowie Tumore. 
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Beispiele fur die lokale Anwendung sind das 
Lungengewebe (Anwendung der erf indungsgemaBen 
Zusammensetzung als Flussigkeit zur Instillation Oder 
als Aerosol zur Inhalation). Neben einer hohen 
Spezifitat des Liganden fur die dif ferenzierten 
Lungenzellen kann es dabei als BegleitmaBnahme 
erforderlich sein, verschiedene Faktoren, die in der 
Umgebung des Lungengewebes vorhanden sind und den 
Gentransfer beeintrachtigen konnten, zu beeinflussen 
(z.B. Lahmung der Wimpembewegung, Auflosung des 
Bronchialmucus, Anwendung von Proteaseinhibitoren ) - 
Welters konnen die erf indungsgemaBen pharmazeutischen 
Zubereitungen durch direkte Injektion in die Leber, ins 
Muskelgewebe oder in einen Tumor oder durch lokale 
Anwendung im Gastrointestinaltakt verabreicht werden. 
Eine weitere Methode fur die Verabreichung der 
pharmazeutischen Zusammensetzung ist die Applikation 
Ober das Gallengangsystem . Diese Anwendungsmethode 
erlaubt den direkten Zugang zu den Hepatozytenmembranen 
an den Gallenkanalchen, wobei die Wechselwirkung der 
Zusammensetzung mit Blutbestandteilen vermieden wird. 

KUrzlich wurde die Magliohkeit auf gezeigt, Myoblasten 
(unreife Muskelzellen ) zu verwenden, urn Gene in die 
Muskelfasern von Mausen einzubringen. Da von Myoblasten 
gezeigt wurde, daB sie das Genprodukt ins Blut 
sezemieren, kann diese Methode breitere Anwendung 
finden als zur Behandlung genetischer Defekte von 
Muskelzellen, wie z.B. der Defekt im Zusammenhang mit 
Muskeldystrophie. Es kOnnen somit die manipulierten 
Myoblasten verwendet werden, urn Genprodukte zu liefern, 
die entweder im Blut wirken, Oder vom Blut 
transportiert werden. Die Experimente der vorliegenden 
Erfindung haben gezeigt. daB sowohl Myoblasten- als 
auch Myotuben-Kulturen, sogar primare, mit hoher 
Effizienz trans fiziert werden konnen. Die 
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Transf ektionsmedien, die die besten Ergebnisse zeigten, 
ervthielten Kombinations -Komplexe von biotinyliertem 
Adenovirus, Transf errin-Polylysin und Streptavidin- 
Polylysin. AuBer den Reportergenprodukten Lucif erase 
und B-Galaktosidase wurde Faktor VIII in den 
Muskelzellen exprimiert. AuBerdem wurde das 
Hiihneradenovirus CELO in Kombinations-Komplexen, die 
Weizenkeimagglutinin als zusatzlichen 
Internalisierungsfaktor enthielten, eingesetzt . 

Die therapeutische Anwendung kann auch ex vivo 
erfoigen, wobei die behandelten Zellen, z.B. 
Knochenmarkszellen, Hepatozyten Oder Myoblasten in den 
Korper riickgefiihrt werden, z.B. Ponder et al., 1991, 
Dhawan et al . , 1991. Eine weitere ex vivo Anwendung der 
vorliegenden Erfindung betrifft sog. Krebsvaccine. Das 
Prinzip dieses therapeutischen Ansatzes besteht darin, 
Tumorzellen von einem Patienten zu isolieren und die 
Zellen mit einer ftir ein Zytokin kodierenden DNA zu 
transf izieren. In einem nachsten Schritt werden die 
Zellen gegebenenf alls inaktiviert, z.B. durch Strahlen, 
und zwar derart, daB sie sich nicht langer vermehren, 

aber .noch. iramer das Zy.tokin._exprimieren._Dann_werden 

die genetisch veranderten Zellen dem Patienten, dem sie 
entnomraen wurden, als Vaccin verabreicht. In der 
Umgebung der Impfstelle aktivieren die sezernierten 
Zytokine das Immunsystem, u.a. indem sie zytotoxische 
T-Zellen aktivieren. Diese aktivierten Zellen konnen 
ihre Wirkung in anderen Teilen des Korpers ausiiben und 
greifen auch nichtbehandelte Tumorzellen an. Auf diese 
Weise wird das Risiko von Tumorrezidiven und 
Metastasenentwicklung verringert. Eine ftir die 
Anwendung von Krebsvaccinen fur die Gentherapie 
geeignete Vorschrift wurde von Rosenberg et al . , 1992, 
beschrieben. Statt der von Rosenberg vorgeschlagenen 
retroviralen Vektoren kann das Gentransf ersystem der 
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vorliegenden Erfindung verwendet werden. In den 
Versuchen der vorliegenden Erf indung wurden primare 
Melanomzellen erfolgreich mit einem Reportergen 
transfiziert, das in Kombinations-Komplexen aus 
Polylysin-gekoppeltem Adenovirus und Transferrin- 
Polylysin oder LDL-Polylysin enthalten war. 

Die vorliegende Erfindung kann auch in Assays verwendet 
werden, um die Imraunantwort auf ein gegebenes Antigen 
zu bestimmen. Antigenspezif ische zytotoxische T- 
Lymphozyten ( CTL ) , die infizierte Zellen toten, spielen 
eine wichtige Bolle bei der Abwehr gegen virale 
Infektionen oder Tumore durch den Wirt. Die 
Wechselwirkung zwischen T-Zellen und 

antigenprasentierenden Zellen (APC) ist HLA-beschrSnkt 
("Human Lyphocytic Antigens" = MHC, "Major 
Histocompatibility Molecules"). Um das Abtoten von 
Zellen, die ein Antigen exprimieren, durch CTLs in 
einem in vitro "CTL Killing Assay" f estzustellen, muB 
das Antigen den CTLs im richtigen HLA-Kontext 
prasentiert werden, was fur gewohnlich bedeutet auf der 
autologen Zielzelle. Ein "CTL Killing Assay" kann wie 
folgt durchgefiihrt werden: APCs werden mit einem DNA- 
Konstrukt transfiziert, das eine fur ein Antigen 
kodierende Sequenz enthait. Antigenepitope werden an 
MHC Klasse I Molekule gebunden und an der 
Zelloberflache als Ziel fur eine spezifische CTL- 
Antwort prasentiert. Nach Inkubation mit einer Probe 
von Patientenserum werden in Abhangigkeit vom 
Vorhandensein spezifischer CTLs die APCs lysiert. Die 
Zellyse kann z . B . durch Verf olgung der Freisetzung von 
radioaktivem Chrom, das vor Zugabe des Serums in die 
APCs eingebracht wurde, gemessen werden. Etablierte 
Vorschriften (Walker et al.. 1989) verwenden B-LCLs (B- 
lymphoblastoide Zellinien), die durch Transfektion mit 
rekombinanten Vacciniaviren zur Expression von Antigen- 
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Genen induziert wurden. Jedoch sterben die Zellen, die 
das Antigen ca. einen Tag lang effizient exprimieren, 
' v * aufgrund des lytischen Wirkung von Vaccinia. Diese 

Schwierigkeiten konnen mit Hilfe von "CTL Killing 
; Assays" iiberwunden werden, die das Gentransfer system 

der vorliegenden Erfindung verwenden, urn fur Antigene 
kodierende DNA in die Zelle einzufiihren, z.B. um 
Konstrukte, kodierend fur HIV- oder Tumorantigene, in 
Fibroblasten einzufiihren, um diese das Antigen 
exprimieren zu lassen. Primare Fibroblasten konnen 
leicht aus Biopsien gewonnen werden, sind leicht zu 
ziichten und haben sich als besonders effizient (ca. 50 
bis ca. 70 %) mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 
transf izierbar erwiesen. Solche Assays sind nutzlich, 
um, im Hinblick auf die Entwicklung von Vaccinen, 
Epitope zu identif izieren, die von Killerzellen erkannt 
werden. AuBerdem konnen sie vorteilhaf terweise 
angewendet werden, um die HLA-beschrankte Immunantwort 
einer Person gegen ein bestimmtes Antigen zu bestimmen. 

Aufgrund der groBen Menge, in der die mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung transportierten Gene in 

praktisch alien Zellen exprimiert werden, kann.die 

Erfindung auch verwendet werden, um rekombinante 
Proteine zu produzieren. Auch in diesem Fall gibt es 
keine oder nur geringe Beschrankungen beztiglich der 
Sequenz bzw. der GroBe der transf erierten DNA, ferner 
gibt es ein breites Spektrum von Zelltypen, die mit der 
erf indungsgemaBen Zusammensetzung transf izierbar sind. 
Es kann daher beinahe jeder Zelltyp fur die Herstellung 
rekombinanter Proteine verwendet werden, der 
gewahrleistet , daB das rekombinante Protein in 
naturgetreuer und in vollstandig modif izierter post- 
translational prozessierter Form, die die hohe 
biologische Aktivitat des Produktes sicherstellt , 
produziert wird. 
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Der Gentransfer in die ZeXlen kann erzielt werden, wie 
in den vorliegenden Beispielen anhand von Luciferase 
und von IFN-a gezeigt, es kann praktisch jedes 
Genkonstrukt, das zur Entstehung eines gevrtinschten 
Proteinproduktes fuhrt, transportiert werden. Das 
gewttnschte Proteinprodukt kann 24 Stunden bis 1 Woche 
Oder langer nach der Transfektion von der Zellkultur 
gewonnen werden (entweder vom Zelluberstand Oder von 
einem geeigneten Zellhomogenisat , entsprechend der 
Vorschrift far das jeweilige Proteinprodukt). 

Die Anwendung des Gentransfersy stems gemaS der 
vorliegenden Erfindung auf die Herstellung 
rekombinanter Proteine hat die folgenden Vorteile: 

1) Aufgrund der hohen Transf ektionsef fizienz (mehr als 
90 % der transfizierten Zellen kQnnen das Gen in groSen 
Mengen exprimieren) ist keine Vorselektion von 
transfizierten Zellen erforderlich; ferner ist es nicht 
notig, stabile Zellinien zu etablieren. Eine Zellkultur 
in kleinem MaBstab kann ausreichend sein, um brauchbare 
Mengen an Protein zu erhalten. 

2) GroSe Genkonstrukte kQnnen transportiert werden; es 
konnten 48 kb erfolgreich transportiert werden. 

3) Die Genexpression kann in Zellen stattfinden, die 
gewahrleisten, dafi die entsprechende post- 
translationale Prozessierung und Modifikation 
stattfindet (z .b. Vitamin K-abhangige Karboxylierung 
von Gerinnungsfaktoren, siehe Armentano et al., 1990, 
Oder zelltypspezifische Glykosilierung. 

4) Durch das erf indungsgemaBe System wird eine groSere 
Auswahl von Zielzellen fur die Genexpression verfugbar. 



Figurenubersicht : 
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Fig. 1: Wirkung der Adenovirus- Infektion auf den 

Gentransfer mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten 

Fig. 2: Konjugat-DNA-Komplex-Dosisef fekt 

Fig. 3: Verstarkung des Transf errin-Polylysin- 

vermittelten Gentransfers durch Adenoviren 
erfolgt iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose: 

A) Wirkung auf komplexierte DNA 

B ) Wirkung auf Rezeptor-gebundene DNA 

C) Wirkung auf Gentransfer mittels 
Transf err in- Poly lysin-Konjugaten 

Fig. 4: Wirkung der Adenovirus -Inf ektion auf den 

Gentransfer mittels Transf errin-Polylysin- 

Konjugaten in ausgewahlten Zellinien 
Fig. 5: Untersuchung, ob die Verstarkung der 

Genexpression auf Ebene des Gentransports oder 

auf Transaktivierung beruht 
Fig. 6: Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin-Konj ugat 
Fig. 7; Transf ektion von HepG2-Zellen mit pRSVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 
Fig. 8: Transfektion von HepG2-Zellen rait pCMVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 
Fig?— 9-: Transf ektion -von TIB73-Zellen mit pCMVL-DNA- 

Komplexen : 

A) Vergleichswerte mit Chloroquin 

B ) in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 10: Import von pCMVL-DNA in T-Zellen in Gegenwart 
von Adenovirus: 

A) H9-Zellen 

B) primare Lymphozyten 

Fig. 11: UV-Inaktivierung von Adenoviren: 

A) Verstarkung des Gentransf er-Effekts in 
HeLa-Zellen durch UV-inaktivierte Viren 

B) Vergleich der UV-Inaktivierung mit dem 
Gent r ans f er-Ef f ek t 

Fig. 12: Inaktivierung von Adenoviren durch Formaldehyd 
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Fig. 13: Transition von NIH3T3-Zellen mit 

Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexen in 

Gegenwart von Moloney-Virus 
Fig. 14: Untersuchung, ob der Gentransf er-Ef f ekt bei 
der Transfektion von NIH3T3-Zellen mit 
Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexen auf 

Moloney-Virus zuruckzuf uhren ist 
Fig. 15: Wechselwirkungen zwischen Transferrin und 

seinem Rezeptor spielen fur den Gentransfer- 

Effekt von Moloney-Virus eine Rolle 
Fig. 16: EinfluS des pH-Werts auf den Gentransf er- 

Effekt von Retroviren 
Fig. 17: Influenza-Hamagglutinin-Peptid; Liposomen- 

Leakage- As s ay 

Fig. 18: Transfektion von K562-Zellen mit Transferrin- 
Polylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
Influenzapeptid-Polylysin-Konjugat 

Fig. 19: Transfektion von HeLa-Zellen mit Transferrin- 
Polylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
Xnfluenzapeptid-Polylysin-Konjugat 

Fig. 20: in situ Nachweis der B-Galaktosidase- 

Expression nach Transfektion von HeLa-Zellen 
rait Transferrin-Polylysin-pCMV-6-gal-DNA in 
Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 21: In situ 6-Galaktosidaseexpression in HeLa- 
Zellen in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 22: Transfektion von Zellen mit einem 48 kb Cosmid 
in Gegenwart von Adenovirus. A: Hela-Zellen. 
B: Neuroblastomzellen 

Fig. 23: Herstellung von Adenovirus-Polylysin durch 
chemische Kopplung 

Fig. 24: Transfektion von K562-Zellen mit chemisch 
gekoppelten Adenovirus -Konjugaten 

Fig. 25: Transfektion von HeLa-Zellen mit chemisch 
gekoppelten Adenovirus -Konjugaten 

Fig. 26: Bindung von Polylysin an Adenovirus mittels 
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Transglutaminase 
Fig. 27: Transf ektion von Maus-Hepatozyten mittels 

Transglutaminase-gekoppelten Adenovirus- 

Polylysin-Konj ugaten 
Fig. 28: Verstarkung der Transf ektionsef f izienz durch 

Transglutaminase-gekoppelte Adenovirus - 

Polylysin-Kon jugate im Vergleich zu nicht- 

gekoppeltem Virus 
Fig. 29: Transf ektion von HeLa-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus -Konj ugaten 
Fig. 30: Transf ektion von K562-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus -Konj ugaten 
Fig. 31: Transf ektion von Neuroblastom-Zellen mit einem 

48 kb Cosmid mittels Biotin-Streptavidin- 

gekoppelten Adenovirus -Konj ugaten 
Fig. 32: Transf ektion von Hepatozyten in Gegenwart von 

Chloroquin oder von Adenovirus 
Fig. 33: Transf ektion von K562-Zellen in Gegenwart von 

verschiedenen endosomolytischen Mitteln 
Fig. 34: Vergelich der Transf ektionsprotokolle auf 

zellularer Ebene mit 6-Galaktosidase als 

Reportergen in Gegenwart verschiedener 
— - endosomolytischer Mittel 

Fig. 35: Langzeit-Lucif eraseexpression in konfluenten, 

nicht-teilenden Hepatozyten 
Fig. 36: Expression in HeLa-Zellen, transf iziert in 

Gegenwart von freiem und iiber Biotin- 

Streptavidin an Polylysin gebundenes CELO- 

Virus 

Fig. 37: Transf ektion von Myoblasten und Myotuben in 
Gegenwart von freiem und iiber Biotin- 
Streptavidin an Polylysin gebundenes 
Adenovirus 

Fig. 38: Transf ektion von primaren Myoblasten- und 

Myotubenkulturen 
Fig. 39: Vergleich von Adenovirus dl312 und CELO-Virus 



ERSATZBLATT 



BNSOOCID: <WO 93072B3A1 _l_> 



JCI7EP92/02234 

WO 93/07283 

74 



bei der Transf ektion von HeLa-Zellen und 

C2C12-Myoblasten 
Fig. 40: Verbesserung der Transf ektion mit CELO-Virus 

durch verwendung eines Lectin- Liganden 
Fig. 41: Expression einer Faktor VIII cDNA in C2C12- 

Myoblasten- und Myotuben-Kulturen 
Fig. 42: Verstarkung des DNA-Transports durch 

Adenovirus -Proteine. A: HeLa-Zellen. B: 

Fibroblasten 

Fig. 43: Galaktose-Inf luenzapeptid-Kon jugate fur den 

DNA Transport in Hepatozyten 
Fig. 44: Galaktose-Adenovirus-Kon jugate fur den DNA 

Transport in Hepatozyten 
Fig. 45: Gentransfer in B-lymphoblastoide B-Zellen 
Fig. 46: DNA-Transfer mit Transf errin-Polylysin in 

Gegenwart von Rhinovirus. A: freies 

Rhinovirus. B: konjugiertes Rhinovirus 
Fig. 47: Transf ektion von primaren humanen 

Melanomzellen mit Kombinations-Komplexen 

enthaltend Transferrin- und Adenovirus- 

Kon j ugate 

Fig. 48: Transf ektion von primaren humanen 

Melanomzellen mit Kombinations-Komplexen 
enthaltend LDL- und Adenovirus -Kon jugate 

Fig. 49: Gentransfer in Atemwegsepithelzellen von 
• Ratten in vivo 

Fig. 50: Liposomen Leakage Assay mit amphipathischen 
Peptiden 

Fig. 51: Erythrozyten Leakage Assay mit amphipathischen 
Peptiden 

Fig. 52: Transfektion von BNL CL.2 Zelien in Gegenwart 

amphipathischer Peptide 
Fig. 53: Transfektion von NIH3T-Zellen in Gegenwart von 

amphipathischen Peptiden 
Fig. 54: Expression von I FN- a in HeLa-Zellen, 

transfiziert in Gegenwart verschiedener 
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endosomolytischer Mittel 

In den folgenden Beispielen, die die vorliegende 
- Erfindung illustrieren, wurden, sofern nicht anders 

angegeben, die folgenden Material ien und Methoden 
verwendet : 

Herstellung von Transf errin-Polylysin/DNA-Komplexen 

a ) Humantransf errin-Polylysin-Kon jugate 

Es wurde die von Wagner et al . , 1991b, beschriebene 
Methode verwendet, bei der die Kopplung von Polylysin 
an die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins 
erfolgt. 

Eine Losung von 280 mg (3.5 umol) humanem Transferrin 
(eisenfrei, Sigma) in 6 ml 30 mM Natriumacetatpuf f er , 
pH 5, wurde auf 0°C gekuhlt und 750 ul 30 mM 
Natriumacetatpuf fer pH 5, enthaltend 11 mg (51 umol ) 
Natriumperiodat hinzugefiigt. Die Mischung wurde im 

— - Eisbad- 90-m-in -lang im-Dunklen- stehen-gelassen — Zur 

Entfernung der niedermolekularen Produkte wurde eine 
Gelf iltration durchgefuhrt ( Sephadex G-25, Pharmacia), 
die eine Losung mit einem Gehalt von ca. 250 mg 
oxidiertem Transferrin (Messung durch Ninhydrinassay ) 
ergab. (Um die oxidierte Form nachzuweisen, die 
Aldehyde enthcilt und bei Farbung mit Anisaldehyd eine 
Farbreaktion gibt, wurden die Proben auf eine 
Silikagel-Dunnschichtplatte getropft, getrocknet und 
die Platten in p-Anisaldehyd/Schwef elsaure/Ethanol 
(1/1/18) getaucht, getrocknet und erhitzt. ) Die 
modifizierte Transf errin- Losung wurde rasch ( innerhalb 
10 bis 15 min) einer Losung, enthaltend 1.5 umol 
fluoreszenzmarkiertes Poly(L)Lysin mit einer 
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durchschnittlichen Kettenlange von 190 Lysinmonomeren 
in '4.5 ml 100 mM Natriumacetat pH 5 hinzugeftigt. Der 
pH-Wert der Losung wurde durch Zusatz von 
1 M Natriumbicarbonatpuffer auf pH 7.5 eingestellt. Zu 
der Mischung wurden in Abstanden von je 1 h 4 Portionen 
von je 28.5 mg (450 pmol > Natriumcyanoborhydrid 
hinzugefiigt. Nach 17 h wurden 2 ml 5 M Natriumchlorid 
zugefiigt, um die Losung auf eine Gesamtkonzentration 
von ca. 0.75 M zu bringen. Die Reaktionsmischung wurde 
auf eine Kationenaustauschsaule (Pharmacia 
Mono S HR 10/10) auf gebracht und mit einem 
Salzgradienten von 0.75 M bis 2.5 M Natriumchlorid mit 
einem konstanten Gehalt von 25 mM HEPES pH 7.3 
fraktioniert. Die hohe Salzkonzentration beim Laden der 
Saule und ab Beginn des Gradienten war wesentlich fur 
die Gewinnung der Polykation-Konjugate. Etwas 
Transferrin (ca. 30 %) zusammen mit einer schwachen 
Fluoreszenzaktivitat eluierte im DurchfluB; die 
Hauptmenge von f luoreszenzmarkiertem Konjugat eluierte 
bei einer Salzkonzentration zwischen 1.35 M und 1.9 M 
und wurde in 3 Fraktionen gepoolt. Diese Fraktionen 
ergaben (in der Reihenfolge ihrer Elution) nach 
2maliger Dialyse gegen 2 1 25 mM HEPES pH 7.3 eine 
Fraktion A (TfpL190A) mit einem Gehalt an 45 mg 
(0.56 pmol) Transferrin, modifiziert mit 366 nmol 
Polylysin, eine Fraktion B (TfpL190B) mit einem Gehalt 
von 72 mg (0.90 pmol) Transferrin, modifiziert mit 
557 nmol Polylysin, und eine Fraktion C (TfpL190C), 
enthaltend 7 mg (85 nmol) Transferrin, modifiziert mit 
225 nmol Polylysin. Die Transferrin-Kon jugate wurden, 
sofern sie nicht sofort verwendet wurden, nach 
Schockgefrieren in flussigem Stickstoff bei -20 «C in 
eisenfreier Form gelagert. Vor dem Einbau von Eisen 
wurden Proben (0.5 bis 1 mg) mit Natriumchlorid auf 
eine physiologische Salzkonzentration (150 mM) 
gebracht . 
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Der Eiseneinbau wurde durch Hinzufiigen von 4 ul 10 mM 
Eisen( III )citratpuf fer ( enthaltend 200 mM Citrat, durch 
Zugabe von Natriumbicarbonat auf einen pH-Wert von 
7.8 eingestellt) pro mg Transf errin-Gehalt vorgenommen. 
Die eisenhaltigen Kon jugate wurden vor ihrer Verwendung 
fur die DNA-Komplexbildung in kleine Aliquots 
aufgeteilt, schockgef roren in flussigem Stickstoff oder 
Trockeneis/Ethanol und bei -20 °C aufbewahrt. ( Diese 
MaBnahme erwies sich als zweckmaBig, nachdem sich 
gezeigt hatte, da6 mehrmaliges Auftauen und Einfrieren 
den Verderb der Konjugate zur Folge hat. ) 

b) Maus-Transferrin-Polylysin-Konjugate 

Es wurde analog der fur Humantransf err in angegebenen 
Methode vorgegangen, indem die Kopplung iiber die 
Kohlenhydratseitenketten vorgenommen wurde. Aus 4.1 mg 
(51 nmol) Maustransferrin und 2.1 mg (34 nmol ) pL290 
wurden Konjugate aus 15.5 nmol Maustransferrin und 
13 nmol pL290 erhalten. 

_Plasmid^DNA ... - - - — 

a) pRSVL-DNA 

6 ug des DNA-Plasmids pRSVL (enthaltend das Photinus 
pyralis Lucif erasegen unter der Kontrolle des Rous 
Sarcoma Virus LTR Enhancer/ Promoters ( Uchida et al . , 
1977, De Wet et al . , 1987), hergestellt mittels Triton- 
X Lyse Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von 
CsCl/EtBr Gleichgewichtsdichtegradienten- 
Zentrif ugation, Entfarbung mit Butanol-1 und Dialyse 
gegen 10 mM Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) in 350 yl HBS 
(150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) wurden 30 min vor 
Zugabe zu den Zellen mit 12 ug Transf errin-Polylysin- 
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Konjugat in 150 pi HBS gemischt. 



b) pCMV-DNA 



Das Plasmid pCMV wurde hergestellt, indem das BamHI- 
insert des Plasmids pSTCX556 (Severne et al., 1988) 
entfemt, das Plasmid mit Klenow-Fragment behandelt und 
das Hindlll/Sspl sowie Klenow-behandelte Fragment aus 
dem Plasmid pRSVL, das die fur Lucif erase kodierende 
Seguenz enthalt, bzw. die fur 6-Galaktosidase 
(Macgregor und Caskey, 1989) eingesetzt wurde. Die 
Komplexbildung wurde analog pRSVL vorgenonunen . 



Herstellung von virus-Praparationen 

a) Adenovirus-Praparationen 

Es wurde der von Jones und Shenk, 1979, beschriebene 
Adenovirus -Stamm dl312, der eine Deletion in der 
Ela-Region aufweist, verwendet. Die Vermehrung des 
Virus wurde in der Ela-trans-komplementierenden 
Zellinie 293 durchgeftihrt, wobei die Herstellung in 
groSem MaBstab durchgeftihrt wurde, wie von Davidson und 
Hassell, 1987, beschrieben. Das gereinigte Virus wurde 
in Lagerpuffer (100 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.1 % 
BSA, 50 % Glyzerin) oder in HBS/40 % Glyzerin 
aufgenommen und Aliquots bei -70' C aufbewahrt. Die 
Bestimmung der virion-Konzentration wurde mittels UV- 
spektrophotometrischer Analyse der extrahierten 
genomischen Virus -DNA durchgeftihrt (Formel: eine 
optische Dichteeinheit (OD, A 2 60) entspricht 1012 
Viruspartikeln/ml; (Chardonnet und Dales, 1970)). 

b ) Retrovirus-Praparationen 
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Das Moloney-Mauseleukamie-Retrovirus N2 wurde in eine 
ecotropische Verpackungslinie gepackt (Keller et al . , 
1985, Armentano et al . , 1987). Uberstande von Virus 
exprimierenden Zellinien wurden gesammelt , in fliissigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert. Die 
Uberstande, die in den Beispielen verwendet wurden, 
hatten einen Titer von ca. 10^ cfu/ml, der mittels 
Neomycin-Resistenz-Kolonienbildung mit NIH3T3-Zellen 
gemessen wurde. Fur die Viruskonzentrierungs- 
Experimente wurden die Uberstande unter Stickstof fdruck 
durch ein 300 Kb Membranf ilter (FILTRON) in einem 
AMICON-Ruhrzell-Konzentrator geschickt. Damit konnten 
normalerweise 10 - 30 ml Uberstand auf das lOfache 
konzentriert werden. 



Zellen und Medien 

HeLa-Zellen wurden in DMEM - Med i urn , erganzt rait 
5 % hitzeinaktiviertem f otalem Kalberserum ( FCS ) , 
Penicillin zu 100 I.E. /ml, Streptomycin zu 100 ug/ml 
und 2 mM Glutamin, gezuchtet. WI-38, MRC-5, und 
KB- Zellen. -wurden in EMEM -Medium (Eagle's modified 
essential medium), erganzt mit 10 % hitzeinaktiviertem 
FCS , Antibiotika wie DMEM - Med i um 10 mM nicht- 
essentielle Aminosauren und 2 mM Glutamin gezuchtet . 
CFT1, eine respiratorische zystische Fibrose Epithel- 
Zellinie (hergestellt nach der von Yankaskas et al . , 
1991, beschriebenen Methode; die CFTl-Zellinie ist 
dadurch charakterisiert , daS sie fur die AF508-Deletion 
CF-Mutation homozygot ist) wurde in F12-7X-Medium 
gezuchtet (Willumsen et al . , 1989). Fur die 
Gentransfer-Versuche wurden die Zellen in 6 cm 
Zellkulturplatten gezuchtet, bis sie zu ca. 50 % 
konfluent waren (5 x 105 zellen). Das Medium wurde 
entfernt und 1 ml DMEM- oder EMEM/ 2 % FCS-Medium 
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hinzugefiigt. Daraufhin warden die Konjugat-DNA-Komplexe 
zugegeben, unmittelbar danach das Adenovirus dl312 
(0-05 - 3.2 x 104 Partikel/Zelle) Oder ein 
vergleichbares Volumen von virus -Lagerpuf f er 
(1 - 80 ul). Die Platten wurden fur eine Stunde in den 
Brutschrank zuruckgegeben (5 % C0 2 , 37 «C), danach 
wurden 3 ml Komplettmedium zugegeben. Nach weiteren 
24 h inkubation wurden die Zellen geemtet, urn die 
Luciferase-Genexpression zu bestimmen. Im Falls der 
CFTl-Zellen wurden die Zellen vor den Gentransfer- 
Experimenten 4 h lang in F12-7X-Medium ohne 
Humantrans f errin gezuchtet . 

Die folgenden Zellinien wurden von ATCC, erhaltlich 
unter den angegebenen Katalog-Nummem, bezogen: 
HeLa-Zellen: CCL 2, K562-Zellen: CCL 243, HepG2-Zellen : 
HB 8065, TIB-73-Zellen: TIB 73 ( BNL CL . 2 ) , NIH3T3- 
zellen: CRL 1658, 293-Zellen: CRL 1573, KB-Zellen: 
CCL 17, WI -38- Zellen: CCL 75, MRC- 5- Zellen: CCL 171. 
H9 -Zellen: wurden bezogen vom AIDS Research and 
Reference Reagent Program, U.S. Department of Health 
and Human Services, Katalog-Nr. 87. 

Primare Lymphozyten wurden erhalten, indem eine 25 ml 
Probe von Nabelschnurblut in EDTA enthaltende 
Proberahrchen aufgenommen wurde. Aliquots wurden mit 
4.5 ml Ficoll-hypaque (Pharmacia) unterlegt und 15 min 
lang bei 2.500 Upm zentrifugiert . Die braunliche 
Schicht zwischen der oberen Plasmaschicht und der 
klaren Ficollschicht wurde entnommen (ca. 10 ml). 40 ml 
IMDM plus 10 % FCS wurden beigegeben, die Probe 15 min 
lang bei 1.200 Upm zentrifugiert und das Zellpellet in 
50 ml frischem IMDM plus 10 % FCS aufgenommen (die 
Zelldichte betrug ca. 2 x 106 Zellen/ml ) . Ein 250 ul 
Aliquot Phytohamagglutinin (PHA P, DIFCO ) wurde 
beigegeben, die Kultur 48 h lang bei 37 -c und 5 % CQ 2 
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inkubiert, anschlieBend wurde rekombinantes IL-2 ( BMB ) 
beigegeben (Konzentration: 20 Einheiten/ml ) . Dann 
wurden die Zellen mit IMDM/20 % FCS, 2 Einhei ten/ml 
IL-2 1:3 geteilt. Aliquots der Zellen wurden in 
flussigem Stickstoff in FCS plus 5 % DMSO tief gef roren. 
Vor der Verwendung wurden die Zellen in IMDM plus 20 % 
FCS plus 2 Einhei ten/ml IL-2 gezuchtet. 

Fur die sequentiellen Bindungsuntersuchungen wurden 
HeLa-Zellen bei 4°C in 1 ml DMEM, erganzt mit 2 % FCS, 
equilibriert . Die Konj ugat-DNA-Komplexe wurden 
zugegeben wie bei den anderen Versuchen und die Platten 
2 h lang bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Platten 
ausgiebig mit eiskaltem DMEM/ 2 % FCS gewaschen, 
anschlieBend 2 ml dieses Mediums zugegeben. Daraufhin 
wurde Adenovirus dl312 bzw. Viruspuffer aufgegeben, die 
Zellen langsam aufwarmen gelassen, bevor sie fur 
weitere 24 h in den Brutschrank gegeben wurden. Nach 
dieser Inkubation wurden die Zellen geefntet und auf 
Lucif erase-Genexpression untersucht . 

Luciferase-Assay - 

Die Herstellung von Zellextrakten, die Standardisierung 

des Proteingehalts sowie die Bestimmung der 

Lucif eraseaktivitat wurde durchgef uhrt , wie von Zenke 

et al., 1990, Cotten et al., 1990, bzw. in der 

EP 388 758 beschrieben. 

Beispiel 1 

Bestimmung der Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf 
den Gentransfer durch Transf errin-Polylysin-Konjugate 



ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



^_T/EP92/02234 
WO 93/07283 



82 



Zunachst wurde die Wirkung einer steigenden Virus -Dosxs 
auf die Fahigkeit einer definierten Menge Konjugat-DNA- 
Komplex, Gentransfer zu erzielen, untersucht. Dazu 
wurden fur die Komplexbildung 6 ug des Plasmids pRSVL 
mit 12 pg Humantransferrin-Polylysin-Konjugat 
ChTfpLlQOB) gemischt. Der Konjugat-DNA-Komplex plus 
verschiedene Mengen des Adenovirus dl312 
(0 05 - 3-2 x 104 viruspartikel/Zelle) wurden den 
HeLa-Zellen beigegeben. Das Ergebnis dieser Analyse 1st 
in Fig. 1 dargestellt. Die Lucif eraseaktivitat ist in 
Lichteinheiten pro 50 pg Gesamtzellprotein ausgedriickt. 
Nach dieser Analyse ergaben steigende Mengen von 
beigefiigtem Adenovirus entsprechende Zunahmen des 
Gentransfers. In der Figur sind die Durchschnittswerte 
von 2 - 4 getrennten Experimenten gezeigt; die Balken 
zeigen die Standardabweichung. 

Beispiel 2 

Konj ugat-DNA-Komplex-Dosisef f ekt 

Logarithmische verdUnnungen von Konjugat-DNA-Komplexen, 
hergestellt wie in Beispiel 1, wurden zu HeLa-Zellen 
gegeben, and zwar mit Oder ohne Zusatz einer konstanten 
Dosierung von Adenovirus dl312 (1 x 10 4 
Viruspartikel/Zelle). Die Lucif eraseaktivitat wurde 
bestimmt, wie in Beispiel 1 angegeben. Die Ergebnisse 
sind in Fig. 2 dargestellt. 

Beispiel 3 

Verstarkung des durch Trans f err in-Polylysin bewirkten 
Gentransfers durch Adenoviren erfolgt uber Rezeptor- 
vermittelte Endozytose 
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a) Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf den Transfer 
von komplexierter DNA 

Fur die Transfektion wurden folgende Komponenten 
eingesetzt : 

6 pg pRSVL-DNA ohne Transf errin-Polylysin-Konj ugat 
(DNA); 6 pg pRSVL-DNA plus 6 pg nicht-konjugiertes 
Polylysin270 (DNA + pL) ; 6 pg pRSVL-DNA plus 12 pg der 
in den vorigen Beispielen eingesetzten Transferrin- 
Polylysin-Kon jugate (DNA + hTf pL190B ) . Diese 
Transf ektionsmaterialien wurden den HeLa-Zellen mit 
Oder ohne Adenovirus d!312 (dl312) (1 x 104 
Viruspartikel/Zelle) beigegeben. Die Herstellung der 
Zellextrakte, die Standardisierung nach Gesamtprotein 
und die Bestimraung der Lucif eraseaktivitSt erfolgte wie. 
in den vorangegangenen Beispielen. Das Ergebnis der 
durchgefiihrten Versuche ist in Fig. 3A dargestellt. 

b) Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf den Transfer 
von Rezeptor-gebundener DNA 

Konjugat-DNA-Komplexe (DNA + hTf pL190B ) oder Polylysin- 

DNA-Komplexe~( DNA ■■+-- pL ) wurden-an-HeLa-Zellen gebunden;- 

ohne internal isiert zu werden, indem bei 4°C inkubier-t 
wurde. Nicht-gebundener Komplex wurde vor der Beigabe 
von Adenovirus dl312 (1 x 104 Viruspartikel/Zelle) oder 
eines vergleichbaren Puf fervolumens entfernt. Die 
anschlieBende Inkubation wurde bei 37 °C durchgef uhrt , 
um die Internalisierung der gebundenen DNA-Komplexe und 
der Adenoviren zu ermoglichen. Die Bestimmung der 
Lucif eraseaktivitat erfolgte wie angegeben (Fig. 3B ) . 

c) Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf den 
Gentransfer durch Transf errin-Polylysin-Kon jugate 

Konjugat-DNA-Komplexe, enthaltend 6 pg pRSVL-DNA plus 
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12 pg Transferrin-Polylysin (DNA + hTf pL190B ) warden 
bei einer Konzentration von 1 x 104 Adenovirus- 
Partikeln (d!312 ) /Zelle oder einer vergleichbaren Menge 
von hitzeinaktiviertem Adenovirus dl3l2 (dJ.312 h.x.) 
den HeLa-Zellen beigegeben. Hitzeinaktivierung wurde 
durch 30 min Inkubation bei 45 -C vorgenommen (Defer 
et al., 1990). 

Beispiel 4 

Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den Gentransfer 
durch Transferrin-Polylysin-Konjugate in ausgewahlten 

Zellinien 

Konjugat-DNA-Komplexe (6 pg pRSVL + 12 pg hTf pL190B ) 
wurden Zellen der Zellinien CFT1, KB, HeLa, WI38 und 
MRC5 mit Oder ohne Adenovirus dl312 ( 1 x 104 
Viruspartikel/Zelle) beigegeben. Die Effizienz des 
Gentransfers Mr die verschiedenen Zellinien wurde wxe 
in den vorangegangenen Beispielen mittels Luciferase- 
Assay bestiirant (Fig. 4). 

Beispiel 5 

Die Verstarkung der Luciferase-Genexpression 
funktioniert auf Ebene des Gen-Transports und nicht auf 
Transaktivierung 

Es wurde zunachst eine Luciferase konstitutiv 
exprimierende Zellinie der Bezeichnung K562 10/6 
hergestellt, indera Zellen mit einem Plasmid 
transfiziert wurden, das ein RSV-Luciferase-Genf ragment 
(ein Apal/Pvul-Fragment von pRSVL (De Wet et al., 
1987)), kloniert in die Clal-Stelle des pUCp-Locus 
(Collis et al., 1990), enthielt. Dieses Plasmid wurde 
mit einem Transferrin-Polylysin-Konjugat komplexiert 
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und K562-Zellen mit diesen Komplexen transf iziert, 
wobei nach der von Cotten et al . , 1990, beschriebenen 
Methode vorgegangen wurde. Da das pUCp-Locus-Plasmid 
ein Neomycin-Resistenzgen enthalt, konnte aufgrund der 
Neomycin-Resistenz auf Luciferase exprimierende Klone 
selektioniert werden. Fur die weiteren Versuche wurde 
ein Klon der Bezeichnung K562 10/6 ausgewahlt. 

Aliquots der parentalen Zellinie K562 (in 200 pi 
RPMI 1640 plus 2 % FCS; 500.000 Zellen/Probe ) wurden 
entweder mit 12 ug TfpL plus 6 ug pRSVL oder mit 
4 pg pL90 plus 6 ug pRSVL, jeweils in 500 ul HBS 
behandelt. Die angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 
(Fig. 5) wurden 1.5 h lang bei 37 °C auf die Zellen 
einwirken gelassen, worauf 2 ml RPMI und 10 % FCS 
zugefugt wurden. Daraufhin wurde die Inkubation bei 
37 °C fur weitere 24 h fortgesetzt und anschlieBend die 
Zellen fur die Lucif erase-Aktivitatsbestimmung 
vorbereitet. Es wurde gefunden, daB die Inkubation mit 
Adenovirus eine deutliche Zunahme in der Luciferase- 
Aktivitat bewirkt (Fig. 5A). Dies gilt sowohl fur die 
TfpL-Komplexe (200 Lichteinheiten gegenuber 

--25-000 -Lichteinheiten ■)— a-ls-auch- fur-die- pL90-Komplexe - - 

( 0 gegenuber 1.9 x 10^ Lichteinheiten ) . Daraus ergibt 
sich, daB die K562-Zellinie die Fahigkeit aufweist, 
pRSVL/Polylysin-Komplexe zu internalisieren und daB 
diese Internalisierung, gemessen uber die Luciferase- 
Expression, betrachtlich durch die Gegenwart von 
Adenovirus gesteigert wird. 

Analoge Versuche wurden mit den das RSVL- Lucif erase-Gen 
konstitutiv exprimierenden K562 10/6-Zellen 
durchgef uhrt , wobei ahnliche Mengen von Adenovirus 
dl312 eingesetzt wurden. Aliquots von 500.000 Zellen 
(in 200 ul RPMI plus 2 % FCS) wurden mit den in Fig. 5B 
angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 1.5 h lang bei 
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37 -c inkubiert. Daraufhin warden wie bei der parentalen 
Zellinie RPMI plus 10 % FCS zugegeben, 24 h lang welter 
inkubiert und die Lucif erase-Aktivitat bestimmt. Wo.e 
aus Fig- 5B ersichtlich 1st, wirkte sich die Behandlung 
dieser Zellen mit den. Adenovirus nioht nachweisbar auf 
die Lucif erase-Aktivitat aus; die Kontrollwerte liegen 
im selben Bereich wie die Werte fur die 
virusbehandelten Proben . 



Beispiel 6 

Transfektion von Leberzellen mit Asialof etuin- 
Polylysin-Konjugaten (AFpL) bzw. mit Tetra- 
Galaktosepeptid-pL-Kon j ugaten ( ( gal ) 4pL ) in Gegenwart 
von Adenovirus 

a) Herstellung des lactosylierten Peptids 

3 5 mg (1.92 umol) des verzweigten Peptids Lys-(Ne- 
Lys)Lys-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Cys, 

hergestellt mittels Fmoc-Methode unter Verwendung eines 
Applied Biosystems 431A Peptid-Synthesizers, enthaltend 
eine Dithiopyridingruppe fur Cys, wurden mit einer 
LSsung von 7.85 mg Lactose in 40 ul 10 mM wassrigem 
Natriumacetat pH 5 bei 37 -C behandelt. Zu der Losung 
wurden 4 Portionen 0.6 mg (10 umol) 
Natriumcyanoborhydrid in Intervallen von ca. 10 h 
gegeben. Nach insgesamt 64 h bei 37 'C wurden 0.5 ml 
HEPES pH 7.3 und 15 mg Dithiothreitol (DTT) zugegeben. 
Fraktionierung mittels Gelf iltration (Sephadex G-10, 
12 x 130 mm, Eluens: 20 mM NaCl) unter Argon ergab 
3.6 ml Losung von lactosyliertem Peptid in der freien 
Mercaptoform (1.73 umol, entsprechend dem Ellmanns- 
Test; 84 % Ausbeute). Die Proben des modifizierten 
Peptids zeigten eine Farbreaktion mit Anisaldehyd, aber 
keine Farbreaktion mit Ninhydrin; dies stimmt uberein 
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mit der Annahme, daS alle 4 N-terminalen Aminogruppen 
lactosyliert sind. Das Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin- 
Konjugat ist in Fig. 6 dargestellt. 

b) Herstellung von 3-Dithiopyridinepropionat- 
modif iziertem Polylysin 

Zu einer gelf iltrierten Losung von 0.60 pmol Poly-L- 
Lysin mit einer durchschnittlichen Kettenlange von 
290 Lysinmonomeren (pL290, Hydrobromid , Sigma) in 
1.2 ml 100 mM HEPES pH 7.9 wurden unter intensivem 
Mischen 400 pi einer 15 mM ethanolischen Losung von 
SPDP (6.0 pmol) gegeben. 1 h spater wurden 500 pi 

1 M Natriumacetat pH 5 zugegeben; nach Gelf iltration 
(Sephadex G-25) mit 100 mM Natriumacetat enthielt die 
Losung 0.56 umol pL290 mit 5.77 pmol Dithiopyridin- 
Linker . 

c) Konjugation des Peptids mit Polylysin 

{Conjugate wurden hergestellt, indem 1.5 pmol des in a) 
hergestellten lactosylierten Peptids in 3 ml 20 mM NaCl 

mit 0.146 umol des -aus b) erhaltenen- modif izierten 

pL290 in 620 pi 100 mM Natriumacetatpuf f er unter 
Argonatmosphare gemischt wurden. Nach Zugabe von 100 pi 

2 M HEPES pH 7.9 wurde die Reaktionsmischung 18 h lang 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Durch Zugabe von 
NaCl wurde die Salzkonzentration auf 0.66 M gebracht, 
und die Kon jugate wurden durch 

Kationenaustauschchromatographie ( Pharmacia Mono S 
Saule HR 5/5; Gradientenelution, Puffer A: 50 mM HEPES 
pH 7,3; Puffer B: Puffer A plus 3 M NaCl) isoliert. Die 
Produktfraktionen eluierten bei Salzkonzentrationen von 
ca. 1.2 M - 1.8 M und wurden in 2 Konjugatf raktionen 
gepoolt; die Konjugatf raktionen wurden mit (gal)4pLl 
und (gal)4pL2 bezeichnet . Dialyse gegen 25 mM HEPES 
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pH 7.3 ergab die Konjugatf raktionen (gal)4pLl / 
enthaltend 24 nmol modif iziertes P L290 und (gal)4 P L2, 
enthaltend 24.5 nmol modif iziertes pL290. 

d) Herstellung von Asialofetuin-Konjugaten 

Die Konjugate wurden nach demselben Prinzip 
hergestellt, wie die Trans ferrin-Kon jugate; ein 
ahnliches Verf ahren far die Herstellung von 
Asialoorosomucoid-Polylysin-Konjugaten wurde von Wu und 

Wu, 1988, beschrieben. 

Die Kopplung von Asialofetuin an Polylysin wurde durch 
Verbindung iiber Disulf idbriicken nach Modifikation mit 
dem bifunktionellen Reagens SPDP (Pharmacia) 
durchgefUhxt. Eine Losung von 100 mg (2.2 umol) 
Asialofetuin (Sigma) in 2 ml 100 mM HEPES pH 7.9 wurde 
einer Gelf iltration auf einer Sephadex G-25-Saule 
unterworfen. Zu den daraus erhaltenen 4 ml LSsung 
wurden 330 ul einer 15 mM ethanolischen Losung von SPDP 
(5.0 umol) unter kraftigem Mischen beigegeben. Nach 
1 h bei Raumtemperatur wurde durch eine weitere 
Gelf iltration (Sephadex G-25) gereinigt; daraus ergaben 
sich 5 ml einer LSsung von 1.4 umol Asialofetuin, 
modif iziert mit 2.25 umol Dithiopyridinl inker . 

Konjugate wurden hergestellt, indem 1.4 pmol 
modif iziertes Asialofetuin in 5 ml 100 mM HEPES pH 7.9 
mit 0.33 umol modif iziertem pL190 (enthaltend 1.07 umol 
Mercaptopropionatgruppen; dabei wurde genau wie fur die 
Herstellung der Trans f err in-Kon jugate vorgegangen) in 
6.5 ml 200 mM HEPES pH 7 . 6 unter Argonatmosphare 
gemischt wurden. Die Reaktionsmischung wurde 24 h lang 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Konjugate 
wurden aus der Reaktionsmischung durch 
Kationenaustauschchromatographie (Pharmacia Mono 
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S-Saule HR 10/10; Gradientenelution, Puffer A: 
50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer A plus 3 M 
Natriumchlorid ) isoliert und Natriumchlorid bis zu 
einer Endkonzentration von 0.6 M vor dem Beladen der 
Saule hinzugefugt. Die Produktf raktion eluierte bei 
einer Salzkonzentration von ca. 1.5 M. Dialyse gegen 
HBS ergab {Conjugate, enthaltend 0.52 pmol Asialof etuin , 
modifiziert mit 0.24 pmol pL190. 

e) Transfektion von HepG2-Zellen mit pRSVL-DNA- 
Komplexen 

HepG2-Zellen wurden in DMEM-Medium plus 10 % FCS 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin in T25-Flaschen gezuchtet. Die 
Trans fektionen wurden bei einer Dichte von 
400.000 Zellen/Flasche durchgef uhrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 4 ml frischem 
Medium, enthaltend 10 % FCS, gewaschen. Unmittelbar vor 
der Transfektion wurde Chloroquin (Sigma) beigegeben, 
so daS die Endkonzentration in der Zellsuspension 
(plus DNA-L6sung) 100 pM bet rug . 

10 pg pRSVL-DNA in 330 pl HBS wurden mit den in Fig. 7 
angegebenen Mengen Tf pL190B-Konj ugat (TfpL), 
Asialof etuin-pL90-Konjugat ( Af pL ) , Polylysin290 ( p l) 
oder Tetra-Galaktose-Peptid-Polylysin-Konjugat (gal)4pL 
in 170 pl HBS gemischt. In den Kompetitionsexperimenten 
wurden nach 30 min 240 pg Asialof etuin ((gal)4pL + Af ) 
oder 30 pg lactosyliertes Peptid ((gal)4pL + (gal)4) 
zugegeben. Die Mischung wurde zu den Zellen 
hinzugefugt; die Zellen wurden 4 h lang bei 37 °C 
inkubiert, dann wurde das Trans fektionsmedium durch 
4 ml frisches DMEM-Medium plus 10 % FCS ersetzt. Nach 
24 h wurden die Zellen ftir den Lucif erase-Assay 
geerntet. Die in Fig. 7 dargestellten Werte stellen die 
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Gesamtluciferaseaktivitat der transf izierten Zellen 
dar. Wie sich aus der Figur ergibt, zeigen pL und TfpL 
geringe Luciferaseaktivitaten; (gal)4pL zeigt ahnlich 
hone werte wie AfpL; Zugabe von (gal) 4 oder Af 
konkurrieren urn den Asialoglykoproteinrezeptor und 
emiedrigen, wie erwartet, die Werte. 

f ) Transfektion von HepG2-Zellen mit pCMVL-DNA- 
Komplexen 

HepG2-Zellen wurden in 6 cm Platten bis zu einer 
Zelldichte von 300.000 Zellen/Platte geztichtet, wie in 
e ) angegeben. Vor der Transf ektion wurden die Zellen 
mit 1 ml frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, 
gewaschen . 

6 ug pCMVL-DNA in HBS wurden mit den in Fig. 8 
angegebenen Mengen Tf pLlQOB-Konjugat (TfpL), 
Asialofetuin-pL-Konjugat (AFpL), Polylysin290 
(pLys290), (gal)4 P Ll oder (gal)4 P L2 in 170 ul HBS 
gemischt. Nach 30 min wurde jedem DNA-Konjugat-Komplex 

1 ml DMEM, enthaltend 2 % FCS und 50 ul Adenovirus- 
Stammlosung dl312C, beigegeben. In den 
Kompetitionsexperimenten wurden, wie angegeben, 

30 ug laotosyliertes Peptid (gal)4pL ((gal)4 P Ll + 
(gal) 4 bzw. (gal)4pL2 + (gal)4) beigegeben. Die 
Mischung wurde zu den Zellen gegeben; die Zellen wurden 

2 h lang bei 37 °C inkubiert, dann wurden 1.5 ml Medium, 
enthaltend 10 % FCS, zugegeben. 2 h spater wurde das 
Transfektionsmedium durch 4 ml frisches DMEM-Medium 
plus 10 % FCS ersetzt. Nach 24 h wurden die Zellen fur 
den Lucif erase- Assay geerntet; die Werte in Fig. 8 
stellen die Gesamtluciferaseaktivitat der 

transf izierten Zellen dar. P Lys290 zeigt einen Effekt, 
(gal)4 P L zeigt einen starkeren Effekt; Zugabe von 
(gal)4, das um den Asialoglykoproteinrezeptor 
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konkurriert, reduziert die Werte auf den fur Polylysin 
erhaltenen Wert. 

g) Transfektion von TIB73-2ellen mit pCMVL-DNA- 
Komplexen 

Zellen der embryonischen Maus-Leberzellinie ATCC TIB73 
(BNL CL.2; Patek et al . , 1978) wurden bei 37 'C in 5 % 
C02-Atmosphare in "high glucose" DMEM (0.4 % Glucose), 
erganzt mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS, enthaltend 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin, in 6 cm Platten gezuchtet . 

Die Transfektionen wurden bei einer Zelldichte von 
300.000 Zellen/Platte durchgef uhrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml frischem Medium 
plus 2 % FCS gewaschen. 

6 pg pCMVL-DNA in 300 pi HBS wurden mit den angegebenen 
Mengen Maustransf errin-Polylysin290-Kon j ugat ( mTf pL ) , 
Asialofetuin-pL-Konjugaten ( AFpL ) , Polylysin290 
(pLys290) / (gal)4pLl oder (gal)4pL2 in 170 pi HBS 

gemischt-7 Nach 30~min~ wurde jedem DNA-Konjugat-Komprex 

1 ml DMEM, enthaltend 2 % FCS und 50 pi Adenovirus - 
Stammlosung dl312C beigegeben. Die Mischung wurde zu 
den Zellen gegeben, die Zellen wurden bei 37 °C 2 h 
inkubiert, dann wurden 1 . 5 ml Medium, enthaltend 
10 % FCS, beigegeben. 2 h spater wurde das 
Trans fektionsmedium mit 4 ml frischem Medium ersetzt. 
Nach 24 h wurden die Zellen fur den Lucif erase-Assay 
geerntet; die in Fig. 9A gezeigten Werte stellen die 
Gesamtluciferaseaktivitat der transf izierten Zellen 
dar . 

Zum Vergleich wurde eine Transfektion ohne Adenovirus 
in Gegenwart von Chloroquin vorgenonunen: Die 
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Transfektionen wurden bei einer Zelldichte von 
300.000 Zellen/Platte durchgef Uhrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml frischem 
Medium, enthaltend 2 % FCS, gewaschen. Unmittelbar vcr 
der Transfektion wurde Chloroquin (Sigma) beigefugt, so 
da3 die Endkonzentrationen in der Zellsuspension 
(plus DNA— LOsung ) 100 uM betrug. 6 ug pCMVL-DNA in 
330 ul HBS wurden mit den angegebenen Mengen mTfpL, 
AFpL, P Lys290, (gal)4pLl Oder (gal)4pL2 in 170 ul HBS 
gemischt. Nach 30 min wurden die DNA-Komplexe zu den 
Zellen gegeben. Die Zellen wurden bei 37°C 2 h lang 
inkubiert, dann wurden 1-5 ml Medium, enthaltend 
10 % FCS und 100 UM Chloroquin, beigegeben. 2 h spater 
wurde das Transfektionsmediunt durch 4 ml frisches 
Medium ersetzt. Nach 24 h wurden die Zellen fur die 
Luciferasebestimmung geemtet. Die fur die Luciferase- 
Aktivitat erhaltenen Werte sind in Fig. 9B dargestellt. 

Beispiel 7 

Import von DNA in T-Zellen 

a) Herstellung von AntiCD7-Polylysinl90-Konjugaten 

Eine tasung von 1,3 mg antiCD7-Antik5rper (Immunotech) 
in 50 mM HEPES pH 7,9 wurde mit 49 ul 1 mM 
ethanolischer LSsung von SPDP (Pharmacia) versetzt. 
Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde uber eine Gelsaule 
Sephade* G-25 filtriert (Eluens 50 mM HEPES-Puffer 
P H 7,9) wobei 1,19 mg (7,5 nmol ) antiCD7, modifiziert 
mit 33 nmol Pyridyldithiopropionatresten, erhalten 
wurden. Poly( L)lysinl90, Fluoreszenzmarkierung mxttels 
FITC, wurde analog mit SPDP modifiziert und durch 
BehandXung mit Dithiothreitol und nachf olgender 
Gelfiltration in die mit freien Mercaptogruppen 
modifizierte Form gebracht. 
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Eine Losung von 11 nmol Polylysinl90 , modif iziert mit 
35 nmol Mercaptogruppen, in 0,2 ml 30 mM 
Natriumacetatpuf fer wurde unter Sauerstof f ausschluB mit 
modif iziertem antiCD7 (in 0.5 ml 300mM HEPES pH 7.9) 
: gemischt und uber Nacht bei Raumtemperatur stehen 

gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 
5 M NaCl auf einen Gehalt von ungefahr 0.6 M gebracht . 
Die Isolierung der Konjugate erfolgte durch 
Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50 mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); 
nach Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7.3 wurden 
entsprechende Konjugate, bestehend aus 0.51 mg 
(3.2 nmol) antiCD7-Antikorper , modif iziert mit 

6.2 nmol Polylysinl90, erhalten. 

b) Herstellung von gpl20-Polylysin 190-Konj ugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannten 
Methoden durch Thioether-Verknupf ung nach Modif izierung 
mit 6-Maleimidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester 
(EMCS, Sigma) (Fujiwara et al . , 1981). 

- - - - Thioether-verknupfte gpl20-Polylysin 1-90-Kon-jugate: 

Eine Losung von 2 mg rekombinantem gpl20 in 0.45 ml 
100 mM HEPES pH 7.9 wurde mit 17 ul einer 10 mM Losung 
von EMCS in Dimethyl formamid versetzt. Nach 1 h bei 
Raumtemperatur wurde uber eine Gelsaule Sephadex G-25 
filtriert ( Eluens 100 mM HEPES-Puffer 7.9). Die 
Produktlosung (1.2 ml ) wurde sogleich unter 
Sauerstof f ausschluB umgesetzt mit einer Losung von 

9.3 nmol Polylysin 190, f luoreszenzmarkiert und 
modif iziert mit 30 nmol Mercaptogruppen (in 90 ul 
30 mM Natriumacetat pH 5.0), und Uber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
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oa 0.6 M gebracht. Die Isolierung der {Conjugate 
erfolgte durch lonenaustauschchromatographie (Mono S, 
Pharmacia, 50mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bxs 
3 M NaCl); nach Fraktionierung und Dialyse gegen 
25 mM HEPES pH 7.3 wurden drei Konjugatf raktionen A, B 
und C erhalten, bestehend aus 0.40 mg rgpl20 
modifiziert It 1.9 nmol Polylysin 190 (in Falle der 
Fraktion A), bzw. 0.25 mg rgp 120 modifiziert mit 
2 5 nmol Polylysin 190 ( Fraktion B), bzw. 0.1 mg 
rgp 120 modifiziert mit 1.6 nmol Polylysin 190 
( Fr aJction C ) . 

pCMVD-DNA (6 ug/Probe) wurde mit den angegebenen Mengen 
Polylysin90 oder den angegebenen Polylysin-Konjugaten 
in 500 nl HBS komplexiert. In der Zwischenzeit wurden 
Aliquots von H9-Zellen ( 106 Zellen in 5 ml RPMI mxt 
2 % FCS) Oder primaren humanen Lymphozyten 
(3 x 106-Zellen in Iscove's modif iziertem Dulbecco's 
Medium (IMDM) plus 2 % FCS) nergestellt. Die Polylysin- 
DNA-Komplexe wurden jeder Zellprobe zugefugt. 5 n>in 
spater wurde die angegebene Menge Adenovirus dl312 
zugegeben. Die Zellen wurden daraufhin bei 37 °C 1.5 h 
lang inkubiert, dann wurden 15 ml RPMI ( i» Fall der 
H9-Zellen) oder IMDM (i» Fall der primaren Lymphozyten) 
plus 20 % FCS jeder Probe beigegeben. Die Zellen wurden 
bei 37-C 24 h lang bebriitet, geemtet und fur die 
Bestinunung der Lucif erase-Aktivitat behandelt wie in 
den Ubrigen Beispielen. Das Ergebnis der durchgef iihrten 
Versuche 1st in Fig. 10A (H9-Zellen) bzw. Fig.lOB 
(primare Lymphozyten) dargestellt : In H9-Zellen zeigten 
das a ntiCD7-Konjugat (Fig.lOA, Spalten 7-9) und das 
g P 120-Konjuga t (Spalten 10-12) die besten Ergebnisse 
hinsichtlich des mit Adenovirus erzielten Gentransfers, 
wobei das gpl20-Konjugat auch in Abwesenheit von 
Adenovirus bereits eine deutliche Expression des 
Luciferase-Gens erzielte. Es ist bemerkenswert, daB in 
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den durchgefiihrten Versuchen nur das gpl20-Konj ugat in 
der Lage war, DNA in primare Lymphozyten einzubringen, 
und dies nur in Gegenwart des defekten Adenovirus 
(Fig.. 10B, Spalten 7 und 8). 

Beispiel 8 

Inaktivierung von Adenoviren 
a) UV- Inaktivierung 

Eine Adenovirus dl312-Praparation, hergestellt und 
gelagert, wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, wurde in die 2 cm Vertief ungen einer 
Zellkulturplatte (300 ul/Vertief ung ) auf Eis in 8 cm 
Abstand von zwei UV-Lampen (Philips TUV15 (G15 T8)- 
Lampen) gegeben. Das Virus wurde der UV-Bestrahlung fur 
die Dauer der in Fig.llA angegebenen Zeiten ausgesetzt 
und Aliquots jeder Preparation auf ihren Virustiter 
sowie auf ihre Fahigkeit untersucht, ob und in welchem 
Umfang sie in der Lage sind, den Gentransfer mit 
Polyly sin- Trans f errin-Konjugaten in HeLa-Zellen zu 
verstarken-. 

Die Zuchtung der Zellen und die Transf ektion wurde im 
wesentlichen vorgenommen , wie oben unter "Zellen und 
Medien" angegeben; die fur die Transfektion verwendeten 
Komponenten sind aus Fig. 11A ersichtlich. Die Komplexe 
aus pCMVL-DNA und 12 ug TfpL wurden in 
500 pi HBS hergestellt und 3 x 10$ HeLa-Zellen (in 
1 ml DMEM plus 2 % FCS ) beigegeben. Ca. 5 min spater 
wurden 54 ul jeder Viruspraparation jeder Kultur 
zugegeben und die Kultur bei 37 °C eineinhalb bis zwei 
Stunden inkubiert. Daraufhin wurde ein 5 ml Aliquot 
DMEM plus 10 % FCS jeder Kultur beigegeben, die 
Inkubation bei 37 °C 24 h lang fortgesetzt und die 
Kulturen geerntet und auf Lucif erase-Aktivitat 
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untersucht. Die Menge von 54 pi von nichtbestrahltem 
Virus liegt nicht im Sattigungsbereich, d.h. der Test 
ist empfindlich auf eine mindestens 3 x hohere 
Virusmenge. Die erhaltenen Werte fur die 
Luciferaseexpression sind in Fig. HB dargestellt 
(geschlossene Vierecke). 

Der Virustiter jeder Preparation wurde unter Verwendung 
der E1A komplementierenden Zellinie 293 bestimmt. 
Zunachst warden Serienverdunnungen der anbestrahlten 
und der bestrahlten Virusproben in DMEM plus 2 % FCS 
hergestellt. Parallel dazu wurden Proben von 
5 x 104 293-Zellen (in einer 2 cm Vertiefung) 
hergestellt und in 200 ul DMEM plus 2 % FCS gegeben. 
Ein 5 ul Aliquot jeder Verdfinnung wurde zum Verglexch 
in jeweils eine zweite Vertiefung gegeben. Urn die 
Bindung des Virus an die Zellen zu bewirken, wurde 
eineinhalb Stunden lang bei 37'C bebrutet, dann wurden 
2 ml DMEM plus 10 % FCS in jede Vertiefung gegeben. 
48 h spater wurden die Kulturea gezahlt, um den 
zy topathischen Effekt f estzustellen. Diejenige 
VirusverdOnnung, oberhalb derer weniger als 50 % der 
Zellen in der Kultur nach 48 h einen deutlichen 
zytopathischen Effekt zeigen, zeigt die relative Menge 
von infektiasem Virus in jeder Viruspraparation an. D,e 
erhaltenen Werte sind in Fig. 11B (offene Vierecke) 
dargestellt. Das Ergebnis der in diesem Beispxel 
durchgefuhrten Versuche zeigt, daB ein Abfall um 
4 Zehnerpotenzen im Virustiter durch UV-Bestrahlung nur 
eine 20fache Reduktion des Luciferase-Gentransf ers 
bewirkt. Dies zeigt, daB Mechanismen, die fur die 
infektiositat des Virus maBgeblich sind, zerstOrt 
werden kBnnen, ohne die Fahigkeit des Virus zur 
Verstarkung des Gentransfers zu beeintrachtxgen. 

Es wurde beobachtet, daB bei niedrigen virusdosen die 
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Verstarkung des Gentransfers durch das Virus 
geringfiigig abnahm (Fig. HA Spalten 3-6) und daB 
dieser Effekt bei den hohen Dosen (Spalten 7-10) 
deutlicher auftrat. 

b) Inaktivierung von Adenoviren mit Formaldehyd 

2 ml Adenovirus- Preparation wurden uber eine 10 ml G25- 
Saule (Pharmacia PD 10 G, 25 M), vorequilibriert mit 
150 mM NaCI, 25 mM HEPES pH 7.9, 10 % Glyzerin, 
geschickt und in einem Volumen von 2.5 ml aufgefangen. 
Aliquots der gelf iltrierten Viruspraparation wurden 
ohne (0), mit 0.01 %, 0.1 % Oder 1 % Formaldehyd 20 h 
auf Eis inkubiert. Darauf wurde Tris pH 7.4 auf eine 
Konzentration von 100 mM zugegeben, dann wurden die 
Proben zuerst 2 h lang gegen 1 1 150 mM NaCI, 50 mM 
Tris pH 7.4 und 50 % Glyzerin und anschlieBend uber 
Nacht gegen 2 x 1 1 150 mM NaCI, 20 mM HEPES pH 7.9 und 
50 % Glyzerin dialysiert. 

Aliquots des Virus wurden daraufhin auf 293-Zellen auf 
ihren Titer untersucht ( CPE-Endpunkt-Assay oder Plaque- 
Assay, Precious und Russel, 1985). Dann wurde die 
Wirkung-der Formaldehyd- behandel ten Viren auf .den 
Gentransfer in HeLa-Zellen (300.000) wie in den 
vorangegangenen Beispielen bestimmt, indem die 
Luciferase-Aktivitat gemessen wurde. 90 ul der 
Viruspraparation bewirkten einen DNA-Transf er, der mehr 
als 108 Lichteinheiten entsprach. Behandlung des Virus 
mit 0.01 % Oder mit 0.1 % Formaldehyd resultierten in 
einer geringf ugigen Abnahme der Gentransf er-Aktivitat 
(ca. lOfache Abnahme bei 0.1 %). Obwohl die Behandlung 
mit 1 % Formaldehyd einen auffalligen Verlust der 
Gentransf er-Aktivitat bewirkt, konnten 90 ul des Virus 
noch immer eine Genexpression entsprechend 10 4 
Lichteinheiten hervorrufen. 
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Bei der Behandlung mit 0.1% Formaldehyd war eine 
Abnahme des Virustiters auf 105 PFU ("Plaque forming 
units" ) ml* einer Abnahme der Lucif erase- Aktivitat urn 
nur 10 % gekoppelt. Das Ergebnis der durchgef Uhrten 
Versuche 1st in Fig. 12A dargestellt. 

c) Inaktivierung von Adenovirus mit langwelligem 
UV/8-Methoxypsoralen 

Aliquots von gereinigter Viruspraparation wurden auf 
eine Konzentration von 0.33 ug/ml 8-Methoxypsoralen 
(Stammkonzentration 33 pg/ml 8-Methoxypsoralen gelost 
in DMSO) gebracht und einer 365 nm UV-Lichtquelle (UVP 
Modell TL-33 ) , auf Eis in einem Abstand von 4 cm vom 
Lampenfilter, ausgesetzt. Die Dauer der Belichtung 
betrug 15 bis 30 min, wie aus Fig. 12B ersichtlich. Die 
Virusproben wurden dann iiber eine Sephadex G-25 Saule 
(Pharmacia, PD-10) eguilibriert mit HBS + 40 % Glyzerin 
geschickt und bei -70 -C gelagert. Die 
Viruspraparationen wurden einerseits auf ihre 
Fahigkeit, den Gentransfer mittels pCMVL/hTfpL- 
Komplexen in HeLa-Zellen zu verstarken, untersucht 
(dargestellt als Lxchteinheiten, linke Achse in Fig. 
12B), andererseits auf ihre Fahigkeit, in 293-Zellen zu 
replizieren (Virustiter, linke Achse in Fig. 12B). 



Beispiel 9 

Transition von NIH3T3-Zellen mit Moloney-Virus 

In diesem und in den folgenden Beispielen, die die 
Verstarkung der Intemalisierung von Transferrin- 
Polylysin-DNA-Komplexen mittels Retroviren zeigen, 
wurden, sofem nicht anders angegeben, die folgenden 
Materialien und Methoden verwendet: 
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Transferrin-Polylysinl90-Konjugate und Konj ugat-DNA- 
Kornplexe wurden analog den vorangegangenen Beispielen 
hergestellt , mit dem Unterschied, daB die 
Komplexbildungsreaktion in einem Volumen von 
500 pi mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.4, durchgefuhrt 
wurde . 

NIH3T3-Zellen wurden in DMEM-Medium mit einem Zusatz 
von 10 % FCS, 100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin geztichtet. Fur die 
Transfektionen wurden 5 - 7 x 105 Zellen pro 
T25-Flasche 18 bis 24 h vor der Transfektion 
ausplattiert . Unmittelbar vor der Transfektion wurden 
die Zellen in frisches Medium gegeben und die 
verschiedenen fur die Transfektion verwendeten 
Komponenten in der folgenden Reihenfolge zugegeben: 
Chloroquin (100 pM, wo angegeben), Polylysin- 
Transferrin-DNA-Komplex, Retrovirus-Praparat - Die 
Zellen wurden daraufhin 4 h lang bei 37 °C inkubiert, 
dann wurden das Medium gewechselt und die Zellen 
24 h spater geerntet. Extrakte wurden hergestellt, 
- indem-dre-i— Gef rier/Auf tauzyklen-angewendet -wurden; — — 
Aliquot s des Extraktes, standard! siert auf 
Proteingehalt, wurden auf Lucif erase-Aktivitat 
untersucht, wie fur die vorangegangenen Beispiele 
angegeben. 

Unter den angegebenen Bedingungen wurden Transfektionen 
von 10& NIH3T3-Zellen mit Tf pL-DNA-Komplexen in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin oder ohne Chloroquin 
durchgefuhrt, wie in Fig. 13 angegeben. Es wurde 
festgestellt, daB ohne Chloroquin die Werte fur die 
Lucif erase-Aktivitat nur Background-Niveau erreichten 
( Spalte 1 ) , wahrend in Gegenwart von Chloroquin eine 
hone Expression des pRSVL-Reportergens gemessen werden 
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konnte (Spalte 2). Steigende Mengen des Moioney- 
Leukamie-Virus, die gleichzeitig mi* den DNA-Komplexen 
den Zellen beigegeben wurden, konntren eine zunehmende 
Erhohung der Luciferase-Genexpression bewirken. 
(Die in Fig. 13 angegebenen Mengen sind ml.) 

Beispiel 10 

Untersuchung, ob die Steigerung des Gentransfers auf 
das Retrovirus zurttckzuf uhren ist 

Das in Beispiel 9 verwendete Viruspraparat war ein 
roher, unfraktionierter iiberstand von Retrovirus 
exprimierenden Zellen. Um den Beweis dafiir zu erhalten, 
daB die Steigerung des DNA-Imports , die mit diesem 
Viruspraparat erhalten wurde, tatsachlich auf das Virus 
zuriiclczufuhren war, wurde der liber stand der oben 
beschriebenen oialyse/Konzentrationsreinigung 
unterworfen, wobei der Retrovirus -Uberstand (in der 
Fig. mit RVS angegeben) um einen Faktor 10 konzentriert 
wurde. Falls das Retrovirus fur die Verstarkung 
verantwortlich ist, sollte die im Membranruckstand 
gefundene Aktivitat, abgesehen von einer etwaigen 
inaktivierung des auBerst labilen Retrovirus wahrend 
des Konzentrationsschrittes, ungefahr das lOfache des 
ursprtinglichen libers tandes betragen. Wie im 
vorangegangenen Beispiel wurden 106 NIH3T3-Zellen unter 
den in Fig. 14 angegebenen Bedingungen transf iziert. 
Aus Fig. 14 ist ersichtlich, daB der den Gentransfer 
verstarkende Effekt im Membranriickstand vorhanden ist 
(es wurden 20 - 600 pi verwendet, Spuren 3-6. AuSerdem 
zeigte sich, daB 200 und 600 pi des lOfach 
konzentrierten Praparats ca. halb so aktiv sind, wie 
2 Oder 6 ml des ur sprung lichen, nicht konzentrierten 
Retrovirus-Praparats (Spuren 7 und 8). 
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Parallel dazu wurden Versuche mit humanen K562-Zellen 
durchgefuhrt, die keinen Rezeptor fur das ecotrope 
Mause-Retrovirus aufweisen. Wie erwartet, wurde keine 
Verstarkung der Genexpression erzielt. 

Beispiel 11 

Beim Gentransfereffekt von Moloneyvirus spielen 
Wechselwirkungen zwischen Transferrin und seinem 
Rezeptor eine Rolle 

Um die Moglichkeit auszuschliefien, daB der Transfer von 
TfpL/pRSVL-Komplexen in die Zellen auf unspezif ische 
Bindung von Polylysin an das Retrovirus zuriickzuf iihren 
ist, und um den Eintrittsmechanismus weiter 
aufzuklaren, wurde das Retrovirus auf seine Fahigkeit 
untersucht, Plasmid-DNA in die Zelle zu befdrdern, die 
nur mit Polylysin komplexiert ist. Die verwendete 
Polylysinmenge entspricht dera fruher ermittelten 
Optimum, das vollstandige Kondensation der Plasmid-DNA 
bewirkt und ist ahnlich der Polylysinmenge, die mit dem 
Polylysin-Transf errin-Konjugat zur Anwendung kommt 
- (Wagner et~ al; , 1991a ) . Die Versuche, deren Ergebnis in 
Fig. 15 dargestellt ist, ergaben, daB das Reportergen 
bei Fehlen von Chloroquin weder in Form von TfpL-pRSVL- 
Komplexen noch in Form von pL-pRSVL-Komplexen 
exprimiert wird (Spalten 1 und 2). In Gegenwart des 
Retrovirus hingegen wurde die als TfpL-Komplex 
applizierte Reporter-DNA exprimiert, nicht jedoch in 
Form des pL-DNA-Komplexes (vgl. die Spalten 3 und 4 mit 
den Spalten 5 und 6 ) . Weiters ergaben die 
durchgefuhrten Versuche, daB die Gegenwart von 
uberschussigem freiem Transferrin eine Abnahme des 
durch das Retrovirus erleichterten DNA- Imports bewirkte 
(Spalten 7 und 8). Auch diese Ergebnisse stutzen die 
Vorstellung, daS Wechselwirkungen zwischen Transferrin 
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und seinem Rezeptor fur die Verstarkung der DNA- 
Aufnahme, die durch das Retrovirus bewirkt wird, eine 
wesentliche Rolle spielt. 

Beispiel 12 

EinfluB des pH-Werts auf den Gentransf eref f ekt von 
Retroviren 

Die im Rahmen dieses Beispiels durchgef Uhrten 
Experimente wurden durchgef iihrt , um den EinfluB des 
pH-Werts auf die Fahigkeit von Retroviren, den 
Gentransf er zu verstarken, zu untersuchen. Die 
Transfektionsversuche wurden wie in den vorangegangenen 
Beispielen vorgenonunen . Um festzustellen, ob ein 
niedriger pH-Wert fur den Gentransf er-Eff ekt wesentlich 
1st, wurden die beiden gut charakterisxerten 
Inhibitoren der endosomalen pH-Wert-Senkung, Monensin 
und Ammoniumchlorid, verwendet. Es wurde von der 
Uberlegung ausgegangen, daB diese beiden Substanzen 
dann den Gentransf er beeintrachtigen wurden, wenn das 
Retrovirus fur den Gentransfer-Ef fekt den niedrigeren 
pH-Wert des Endosoms benotigt. Wenn hingegen andere 
Mechanismen far diesen Effekt zum Tragen kommen, 
namlich die direkte Fusion auf der 
Zytoplasmaoberflache, ahnlich wie beim HIV- 
Eintrittsmechanismus, dann sollten diese Substanzen 
entweder keinen negativen Effekt, sondern eventuell 
sogar einen verstarkenden Effekt haben, wenn sie die 
Route der TfpL-DNA-Komplexe andern. Die experimente lien 
Ergebnisse, die in Fig. 16 dargestellt sind, stutzen 
eher letztere Hypothese. Es wurde die Wirkung der 
beiden Substanzen auf den Tf pL-DNA-Transf er untersucht 
und es wurde gefunden, daB keine der beiden Substanzen 
Chloroguin funktionell ersetzen kann. Wenngleich eine 
geringe Zunahme der Luciferase-Genexpression bei 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



103 



hoheren Animoniumchlorid-Konzentrationen f estgestellt 
wurde (Spalten 1-5). Das Retrovirus allein zeigt die 
schon in den vorangegangenen Beispielen beobachtete 
leichte Verstarkung des DNA-Transports (Spur 6). Eine 
starke Zunahme wurde beobachtet, wenn das Retrovirus in 
Gegenwart von 1 uM Monensin angewendet wurde (Spur 7). 
Ein weniger starker Effekt wurde bei einer hoheren 
Monensin-Konzentration (Spur 8) sowie in Gegenwart von 
Ammoniumchlorid beobachtet ( Spuren 9 und 10). 

Beispiel 13 

Verstarkung des durch Transf errin-Kon jugate erzielten 
Gentransfers durch das N-terminale endosomolytische 
Peptid des Inf luenz a- Hemagglutinins HA2 

a) Synthese des Peptids 

Das Peptid der Sequenz (SEQ ID N0:1) Gly-Leu-Phe-Glu- 
Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 
Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys wurde mit Hilfe der 
Fmoc ( Fluorenylmethoxycarbony 1 ) -Methode ( Atherton 
et al . , 19.79 ) synthetisiert ^ wobei ein Applied 
Biosystems 431A Peptidsythesizer verwendet wurde. Die 
Seitenketten-Schutzgruppen waren t-Butyl fur Cys, Glu 
und Asp und Trityl fur Asn. Nach der Kopplungsreaktion 
wurde ein Ninhydrintest durchgef uhrt , der einen 
Kopplungsgrad von > 98 % fur jeden Schritt zeigte. 
Beginnend mit A- 19 wurden Zweif achkopplungen 
durchgef uhrt . Die N-terminale Fmoc-Gruppe wurde mit 
20 % Piperidin in NMP ( N-Methylpyrrolidon ) von einem 
Teil des Peptidharzes entfernt. Daraufhin wurden die 
Fmoc-geschutzten und die ungeschiitzten Fraktionen mit 
DCM ( Dichlormethan ) gewaschen und unter Hochvakuum 
getrocknet. Die Ausbeuten betrugen 293.6 mg Fmoc-freies 
Peptidharz bzw. 366.5 mg Fmoc-geschutztem Peptidharz . 
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111.1 mg des Fmoc-freien Peptidharzes warden 1.5 h lang 
einer Trif luoressigsaure-Spaltung unterworfen, wobei 
eine Mischung von 10 ml TFA, 0.75 g Phenol, 300 ul EOT 
(Ethandithiol) 250 ul Et-S-Me ( Ethylmethylsulf id ) und 
500 ul Wasser verwendet wurde. Das Peptid wurde vom 
Harz durch eine Glassintemutsche filtriert. Das Harz 
wurde mit DCM gewaschen und dem Filtrat beigegeben. Das 
Filtrat wurde auf ca. 2 ml eingeengt und dann 
tropfenweise unter Ruhren zu 40 ml Ather gegeben. Der 
Peptidniederschlag wurde abzentrifugiert und der 
Atheriiberstand verworfen. Der Niederschlag wurde 3 x 
mit 40 ml Ather gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Die erhaltenen 58 mg Rohprodukt wurden in 3.5 ml 20 mM 
NH4HC03, enthaltend 300 ul 25 % NH 3 /1, geiast. Die 
Losung wurde unter Verwendung desselben Puffers auf 
einer vorgepackten Sephadex G-25-Saule (Pharmacia 
PD-10) gelfiltriert. Das gesamte Material wurde auf 
eine Mono Q-Saule (Pharmacia 100 x 14 mm) aufgetragen 
(Gradient: 0-10 min 100 % A, 10-100 min 
0-100 % B. A: 20 mM NH4HCO3 + 300 pi NH3/1. B: 
A + 3 M NaCl. Messung bei 280 mM, Trp- 

Fluoreszenznachweis bei 354 nm. FluBrate 1 ml/min). Das 
Produkt eluiert mit 1 M NaCl. Die Hauptf raktion der 
Mono Q-Saule wurde durch Reverse Phase HPLC unter 
Verwendung einer BIORAD-Hi-Pore RP-304-Saule 
(250 x 10 ml) weiter gereinigt (Gradient: 50-100 % 
Puffer B in 12.5 min, 12.5-25 min 100 % B . A: 
20 mM NH4HCO3 - 300 ul NH3/I, B: A in 98 % Methanol. 
FluBrate: 3 ml/min. Messung bei 237 nm). Das Produkt 
eluiert bei 100 % B. Die Produktf raktion wurden auf 
einer Speedvac eingedampft, in Puffer A wieder gelost 
und abschliefiend lyophilisiert. Die Ausbeute betrug 
8.4 mg des HPLC-gereinigten Produkts in der Cystein- 
geschutzten Form (das Peptid wurde mit "P16" 
bezeichnet)). Urn Peptid 1 in der freien Mercaptoform zu 
erhalten, wurde die t-Butyl-gescljiitzte Substanz mit 
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Thioanisol/Ethanedi thiol/ 

Trif luoressigsaure/Trif luoromethansulf onsaure 
(2/1/40/3; Trif luoromethansulf onsaure wurde in dem 
angegebenen Vernal tnis nach den anderen Komponenten 
beigegeben) 30 min lang bei Raumtemperatur behandelt. 
Das Peptid wurde durch Atherfallung und anschlieBende 
Gelf iltration (Sephadex G-25) mit dem oben angegebenen 
Puffer A unter Argonatmosphare isoliert. 

b) Kopplung des Inf luenzapeptids mit Polylysin 

bl ) Direkte Bindung uber SPDP 

( Succinimidylpyridyldithiopropionat ) 

19.8 mg Polylysin( pL)300-Hydrobromid (Sigma) wurden auf 
einer Sephadex G-25-Saule (Pharmacia PD-10) in 
Natriumacetat pH 5 gelf iltriert , um die 

niedermolekularen Fraktionen zu entfernen. Aufgrund des 
Ninhydrintests betrug die pL-Konzentration nach der 
Gelf iltration 3.16 mg/ml. Der pH-Wert der LGsung wurde 
mit 1 M NaOH auf 7-8 eingestellt. Zu 2.5 ml der 
pL-Losung (7.9 mg pL = 0.13 umol ) wurden 0.64 umol SPDP 
-(Pharmacia: 40 mM-Losung in absolutem EtOH ) gegeben . 
Dies entspricht einem molaren Verhaltnis von SPDP:pL 
von 5:1. Die Mischung wurde uber Nacht reagieren 
gelassen und in 20 mM NH4HCO3 pH 8.2 auf einer 
G25-Saule gelf iltriert . Nach Reduktion eines Aliquots 
des Filtrats mit DTT ( Dithiothreitol ) zeigte die 
Messung von Thiopyridon, daB die Reaktion vollstandig 
abgelaufen war. 0.3 umol pL-SPDP (bezogen auf pmol 
SPDP) in 2.212 ml wurden mit 0.35 pmol Peptid in der 
Thiolform reagieren gelassen. Ein weiBer Niederschlag, 
der beim Mischen von Peptid und pL erschien, wurde 
geldst, indem die Losung auf 2 M Guanidinhydrochlorid 
eingestellt wurde, wobei die Reaktion uber Nacht 
stattfand. Photometrische Messung von Thiopyridon in 
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der Reaktionsmischung bestatigte emeut die 
Vollstandigkeit der Reaktion. Daraufhin wurde die 
Mischung 2 x gegen 2 120* HEPES/0.5 M 
Guanidinhydrochlorid dialysiert. Die erhaltene Losung 
wurde auf eine Mono S-Saule (0.7 x 6 cm, Pharmacia) 
aufgetragen (Gradient: 0-20 min 100 % A, 20-140 min 
0-100 % B. A: 20 mM HEPES pH 7.3/0.5 M 
Guanidinhydrochlorid, B: 20 mM HEPES pH 7.3/3 M 
Guanidinhydrochlorid, 0.3 ml/min. Nachweis bei 280 nm 
und Fluoreszenznachweis bei 354 nm, Anregung bei 
280 nm). Die Produktfraktion, die mit 1.5 M 
Guanidinhydrochlorid eluierte, wurde gegen 2x21 HBS 
dialysiert. Die anschlieSende Bestimmung der 
P L-Konzentration durch den Ninhydrintest zeigte eine 
Konzentration von ca. 1.14 mg/ml. Die Peptidmenge in 
der Lbsung des Konjugats wurde aus seiner Absorption 
bei 280 nm berechnet; dies ergab ein molares Verhaltnis 
von Peptid:pL von 4:1. 

b2) Bindung Ober einen Polyethylenglykol-Linker 

14 6 mg pL 300 Hydrobromid (Sigma) wurden gelf iltriert , 
„ie unter bl) angegeben. Aufgrund des Ninhydrintests 
betrug die pL-Konzentration nach der Gelf iltratxon 
4.93 mg/ml. Der pH-Wert der Losung wurde mit 1 M NaOH 
auf 7 -8 eingestellt. Zu 2.7 ml pL-Losung (13.3 mg pL - 
0.22 pmol) wurden 4.33 umol SPDP (Pharmacia; 
30 mM Losung in absolutem EtOH) gegeben. Dies 
entspricht einem molaren Verhaltnis von SPDP:pL von 
20:1. Nach 1.5 h wurde die Reaktionsmischung auf exner 
Sephadex G-25-Saule in 0.1 M Natriumacetat/3 M 
Guanidinhydrochlorid gelf iltriert . Nach Reduktion eines 
Aliquots des Filtrats mit DTT wurde eine Bestimmung von 
Thiopyridon durchgefiihrt, die einen Gehalt von 
3 62 umol SPDP in der Produktf raktion zeigte. Das 
SPDP-modifizierte pL wurde durch Zugabe von 79 mg DTT 
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zur Losung reduziert. Nach 2 h Reduktion wurde die 
Losung erneut auf G25 unter den angegebenen Bedingungen 
~* filtriert. Die Thiolbestimmung mittels Ellmann-Test 

zeigte eine Thiolkonzentration von 3.15 pmol in 
2.224 ml. 

17.62 mg = 5 pmol POE ( Polyoxyethylen-bis( 6- 
aminohexyl), Sigma) wurden in 500 pi 20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid pH 7-8 gelost und mit 13.8 mg EMCS 
( e-Maleimidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester ) 
(Sigma) (- 44.7 pmol), gelost in 300 pi DMF 
( Dimethyl formamid ) , reagieren gelassen. Nach 30 min 
wurde die Losung auf G25 gelfiltriert (20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid ) . Die photometrische Bestimmung 
der Maleimido-Gruppe bei 300 nm zeigte eine 
Konzentration von 6.36 pmol reagiertem EMCS in 
2 ml Losung. 

Zu 1.049 ml dieser Ldsung ( entsprechend 3.34 pmol EMCS) 
wurden 1.39 pmol des Peptids in Thiolform (in 2.5 ml 
20 mM NaHC03/3 M Guanidinhydrochlorid) tropfenweise bei 
intensiver Durchmischung mittels Vortex in einem 

__. Argonstrom beigegeben-. -Nach 15- min-waren mit— dem 

Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar . 

Die Losung des reduzierten SPDP-modif izierten pL wurde 
durch Zusatz von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7-8 
gebracht. 1.373 ml dieser Losung wurden bei intensiver 
Durchmischung mittels Vortex der obigen 
Reaktionsmischung beigegeben. Dies ergab ein molares 
Verhaltnis von Peptid-SH : P0E-EMCS : pL-SH von 1:2.4:1.4 
(bezogen auf EMCS bzw. SH). Nach 2.5 h Reaktion waren 
mit dem Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar. Das Material wurde uber Nacht gegen 2 1 
20 mM HEPES pH 7.3/0.6 M NaCl dialysiert und 
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anschlieBend auf eine Mono S-Saule aufgetragen 
(Gradient: 0-20 min 22 % A, 20-150 min 22-100 % B. A: 
20 mM HEPES P H 7.3, B: A + 3 M NaCl. FluBrate 
0.3 ml/min. Die Messung wurde bei 280 nm und die 
Fluoreszenzmessung bei 354 nm durchgef Uhrt ) . Das 
Produkt, das mi t 1.5 - 1.6 M NaCl eluierte, wurde gegen 
2 1 HBS dialysiert. Die Bestimmung der pL-Konzentratxon 
mittels Ninhydrintest und die photometrische Bestimmung 
der Peptidkonzentration bei 280 nm ergab ein 
errechnetes Peptid:pL-Verhaltnis von 12:1 bei einer 
pL-Konzentration von 0.49 mg/ml in einem Gesamtvolumen 
von 4.5 ml . 

c ) Liposomenpraparation 

Mittels der REV-Methode ("reverse-phase evaporation") 
wurden Liposomen hergestellt (Szoka und 

Papahadjopoulos, 1978; Straubinger und Papahadjopoulos, 
1983): Wassrige Phase 10 mM HEPES pH 7.3, 100 mM 
Calcein 150 mM NaCl; organische Phase: eine Ldsung von 
300 umol L-a-Lezithin (aus Eidotter, hauptsachlich 
Palmitoyloleoylphosphatidylcholin; Avanti Polar Lipids) 
in 260 ul Chloroform wurden unter Verwendung eines 
Rotationsverdampfers eingedampft. Das Material wurde 
anschlieBend im Hoohvakuum getrocknet und daraufhin 
wieder in 3 ml Diethylather gelost. 1 ml der wassrigen 
Phase wurde grundlich mit der Atherphase mittels Vortex 
gemischt und 5 min lang bei 0°C in einem Sonicator 
(Badtyp) ultraschallbehandelt. Nach 30 min auf Eis 
wurde das Material nochmals 10 min lang 
ultraschallbehandelt. Die resultierende stabile 
Emulsion wurde langsam auf einem Rotationsverdampf er 
eingedampft. Nach Entfernung des Diethylathers bei 
100 mbar wurden 0.75 ml der wassrigen Phase 
hinzugefiigt. Restliche Spuren von Ather wurden durch 
weitere Verdampfung bei 50 mbar wahrend 30 min 
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entfernt. Die erhaltene Emulsion (1.7 ml) wurde bei 
500 Upm zentrif ugiert und anschlieBend durch eine 
^ Nucleopore Polykarbonatmembran (0-1 pm) extrudiert, was 

ein Endvolumen von 0.7 ml Liposomenlosung ergab. Die 
t Liposomen wurden vom nicht-inkorporierten Material 

durch Gelf iltration (Sephadex G-50 medium, Pharmacia; 
23 ml Gel-Volumen, 10 mM HEPES pH 7.3/150 mM NaCl ) 
getrennt. Es wurden sechs Fraktionen von 500 pi 
gesammelt. Lipidphosphor wurde nach der Methode von 
Bartlett, 1959, mit 2 mM bestimmt. 

d ) Liposomen Leakage Assay 

Die Freisetzung des Liposomeninhalts ( "Leakage" ) wurde 
anhand des Austritts des eingeschlossenen Calceins und 
der daraus resultierenden Verdiinnung, die eine 
Aufhebung der Selbstausieschung der Fluoreszenz bewirkt 
(Bondeson et al., 1984), gemessen. Die 
Calceinf luoreszenz wurde mit einem Kontron SMF 25 
Spektralf luorimeter (Anregung bei 490 nm, Emission bei 
515 nm) gemessen. Zu diesem Zweck wurden 
100 pl-Aliquots der obigen Liposomenlosung lOOfach mit 
_ : „0. 1. M..Natriumacetat Oder 10 -mM .HEPES /.150_mM NaCl Puffer 

mit dem entsprechenden pH-Wert (4.3, 4.5, 5.0, 6.0, 
7.3) verdunnt, um ein Volumen von 1 ml zu erhalten. Zu 
diesen Losungen wurden 2.5 pg des Peptids (t-Butyl- 
geschiitzte Form; 1 pg/pl Losung in HBS ) in Kuvetten 
unter Mischen mit einem sanften Argonstrom 
(Endkonzentration 400 nM Peptid) gegeben. Die 
Calceinf luoreszenz wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Beigabe des Peptids gemessen. Die Werte fiir 
100 % Leakage wurden durch Zugabe von 2 pi Triton X-100 
( Fluka ) bestimmt . 

Dieselbe Vorgangsweise wurde angewendet, um die 
Calceinf luoreszenz nach Beigabe von Peptid-pL- 
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Konjugaten zur Liposomenlosung zu messen. 2.5 des 
Konjugats (1 ug/ul, Konzentration bezogen auf die 
pL-Menge sllein) wurden 1 ml Liposomenlosung beigegeben 
(Endkonzentration 20 nM modif iziertes Peptid). Analog 
wurden 2.5 ug Peptid-Polylsin-Konjugat nach Inkubation 
mit 5 ug DNA (15 min ) dem Leakage- Assay unterzogen. 

Es wurde gefunden, dafi das Peptid nur im sauren Bereich 
die Freisetzung des Liposomeninhalts bewirkt (Fig. 17). 
Das Peptidkonjugat war bei wesentlich niedrigerem 
pH-Wert aktiv, wobei auch bei neutralem pH-Wert eine 
starke Aktivitat gefunden wurde, die bei Senken des 
pH-Werts noch verstarkt wird. 

Die Komplexierung des Konjugats mit DNA eliminierte die 
Aktivitat bei neutralem pH-Wert, wahrend bei saurem 
pH-wert eine deutliche Aktivitat vorhanden war. 

e) Trans fektion von K562-Zellen 

K562-Zellen wurden in Suspension in RPMI 1640-Medium 
(Gibco BRL plus 2 g Natriumbicarbonat/1) plus 10 % FCS, 
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 ul/ul Streptomycin und 
2 mM Glutamin bis zu einer Dichte von 500.000 Zellen/ml 
gezuchtet. 12 bis 20 h vor der Transfektion wurden die 
Zellen in frisches Medium gegeben, das 50 uM 
Desferrioxamin enthielt (diese MaSnahme wurde 
getroffen, urn eine Erhohung der Transf errinrezeptor- 
Zahl zu erreichen). Am Morgen der Transfektion wurden 
die Zellen gesammelt, in frischem Medium, enthaltend 
10 % FCS plus 50 uM Desferrioxamin suspendiert 
(250.000 Zellen/ml) und je 2 ml in eine Schale mit 
24 Vertiefungen gegeben. 

6 ug pCMVX-DNA in 160 ul HBS wurden mit den in Fig. 18 

angegebenen Mengen Tf pL-Konjugat oder mit pL300 in 

160 pi HBS gemischt, nach 15 min wurden die angegebenen 
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Mengen Inf luenzapeptid-pL-Konjugat ( M P16pL" ) zugegeben, 
nach weiteren 15 min wurde die Mischung den K562-Zellen 
beigegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 24 h lang 
inkubiert und dann fur den Lucif erase-Assay geerntet. 
> Die Lucif eraseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 

vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 18 
angegebenen Werte stellen die Gesamtlucif eraseaktivitat 
der transf izierten Zellen dar. 

f ) Transf ektion von HeLa-Zellen 

HeLa- Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen gezuchtet, wie 
unter "Zellen und Medien" angegeben. Die Transf ektionen 
wurden bei einer Dichte von 300.000 Zellen/Platte 
durchgeflihrt . Vor der Transf ektion wurden die Zellen 
mit 1 ml frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, 
inkubiert . 

6 ug pCMVL-DNA in 160 ul HBS wurden mit den in Fig. 19 
angegebenen Mengen Tf pL-Konjugat oder mit pL300 oder 
einer Mischung von beiden in 160 ul HBS gemischt. Nach 
15 min wurden die angegebenen Mengen Inf luenzapeptid- 

pL-Konjugate ( M P16pL" ) zugegeben und-nach -weiteren --■ 

15 min die Mischung den Zellen beigegeben. Die Zellen 
wurden 2 h lang bei 37 °C inkubiert, dann wurden 2.5 ml 
frisches Medium mit einem Zusatz von 10 % FCS 
zugegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 24 h lang 
inkubiert und dann fiir den Lucif erase-Assay geerntet. 
Die Lucif eraseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
v* vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 19 

angegebenen Werte stellen die Gesamtlucif eraseaktivitat 
der transf izierten Zellen dar. 

Beispiel 14 

Verstarkung des durch Transf errin-Konj ugate bewirkten 
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Gentransfers mit Hilfe eines weiteren N-terminalen 
endosomolytischen mf luenza-Hamagglutinin-HA2 -Pepcids 

Das Pepcid der Sequenz (SEQ ID NO: 2) Gly-Leu-Phe-Gly- 
A la-Ile-Ala-Gly-Phe-He-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 

Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys der Bezeichnung P41) wurde xn 
analoger Weise synthetisiert wie das in Beispiel 13 a) 
beschriebene Peptid. Die Kopplung des Peptids an 
Polylysin (pL300) wurde wie in Beispiel 13 bl ) durch 
Bindung uber SPDP durchgef uhrt . Dabei wurden Konjugate 
mlt einem molaren Verhaltnis Peptid: Polylysin von 4:1 
erhalten. 

b) Transfektion von HeLa Zellen mit Inf luenzapeptid- 
Kon j ugaten 

HeLa Zellen wurden, wie angegeben, in 6 cm Schalen 
gezuchtet, die Trans fektionen wurden bei einer Dichte 
von 300 O00 Zellen/Schale durchgef Uhrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 1,5 ml frischem 
Medium, enthaltend 2 % FCS inkubiert. 6 ng pCMVL-DNA in 
160 nl HBS (150 mM NaCl, 20 mM HEPES P H 7,3) wurden mit 
6 ug des Konjugats TfpL190B in 160 nl HBS, nach 15 min 
wurden 10 ug inf luenzapeptid-Polylysinkonjugat P41pL 
oder, zura Vergleich, 18 ug Influenzapeptid- 
Polylysinkonjugat Pl6pL ( siehe Beispiel 13) zugefugt 
(Fig. 20); die angegebenen Mengen fur die beiden 
Peptidkonjugate waren daraufhin getestet worden, daB 
sie die far die Verstarkung des Gentransfers optimalen 
Mengen darstellen. Nach weiteren 15 min wurde die 
Mischung den Zellen beigegeben. Nach 24 h wurden die 
Zellen fur den Luciferasetest geerntet. Die in Fig. 20 
gezeigten Werte stellen die Gesamtluciferaseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 
Der Vergleich der Experiments mit den beiden 
Peptidkonj ugaten zeigt eine mehr als 3,5fach hbhere 
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Verstarkung des Gentransfers durch das Peptidkonjugat 
P41pL. 

c) Transfektion von BNL CL.2 Zellen mit 
Inf luenzapeptidkon j ugaten 

BNL CL.2 Zellen wurden gezuchtet, wie in Beispiel 6 
beschrieben. Das Inf luenzapeptid P41 wurde mit 
Polylysin300 bei molaren Verhaltnissen Peptid : Polylysin 
von 1:1, 3:1 und 8:1 konjugiert. Komplexe aus 6 \ig 
pCMVL-DNA und 20 \ig der Konjugate wurden den Zellen 
beigegeben. Zum Vergleich wurden 20 ug pL300 oder 20 \ig 
PI 6 -Poly lysin-Kon jugate, hergestellt wie in Besipiel 13 
beschrieben, verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C 4 h 
lang inkubiert, dann wurden 2 ml Medium, enthaltend 18 
% FCS, zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen fUr den 
Luciferasetest, dessen Ergebnisse in Fig. 20B 
dargestellt sind, geerntet. Im Liposomen Leakage Assay 
(Fig. 20C), der wie in Beispiel 13 durchgefiihrt wurde, 
stieg die Aktivitat der Konjugate ( entsprechend 2,5 \ig 
Polylysin, pH Wert 5), mit ihrem Gehalt an Peptid (in 
der Fig. ist P41 als "influ2" bezeichnet). 



Beispiel 15 

Transfektion von HeLa-Zellen mit einem B-Galaktosidase- 
Reportergenkonstrukt und in situ Nachweis der B- 
Galaktosidase-Expression 

a) Zuchtung und Transfektion der Zellen 

Fur die Transfektion wurden HeLa-Zellen in DMEM-Medium , 
enthaltend 5 % FCS, Penicillin, Streptomycin und 
Glutamin, wie in den vorangegangenen Beispielen 
angegeben, in 3 cm Kulturschalen auf Deckglasern 
gezuchtet (3 x 10 4 Zellen/Schale ) . 
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Fur die Transfektion warden 6 ug des B-Galaktosidase- 
Reportergenkonstrukts (pCMV-6-gal) in 160 ul HBS mit 
12 pg TfpL190B in 160 ul HBS komplexiert und 30 min bei 
Rauratemperatur inkubiert. 

in einem weiteren Experiment wurden 6 pg pCMV-B-gal in 
160 pi HBS mit 6 pg T£pL190B in 80 pi HBS 15 min bei 
Rauratemperatur inkubiert. Danach wurden 12 pg des in 
Beispiel 13 hergestellten Inf luenzapeptid-Konjugats 
(P16pL) in 80 pi HBS zugegeben und die Mischung weitere 
15 min inkubiert. Diese DNA-Polykation-Komplexe wurden 
dann mit 1 ml DMEM plus 2 % FCS, Antibiotika und 
Glutamic wie oben angegeben, gemischt. Urn den Effekt 
von Chloroquin und Adenovirus auf die 

Leistungsfahigkeit der Transfektion zu zeigen, wurde in 
weiteren Experimenten Chloroquin bei einer 
Endkonzentration von 100 pM oder 50 pi der Adenovirus- 
Stammiasung d!312C noch zusatzlich dem Medium, das die 
DNA-Polykation-Komplexe enthalt, beigegeben. 

Fiir die Transfektionen wurde das urspriingliche 
Kulturmedium von den Zellen entfemt und 1 ml Medium, 
enthaltend die DNA - Kompl exe mit oder ohne Chloroquin 
Oder Virus, zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 
2 h bei 37 »C wurde 1 ml DMEM, enthaltend 10 % FCS, 
Antibiotika und Glutamin, den Zellen zugesetzt und die 
inkubation fiir weitere 2 h fortgesetzt. Dann wurde das 
gesamte Medium entfemt, und die Zellen wurden in 3 ml 
frischem DMEM plus 10 % FCS, Antibiotika und Glutamin, 
geziichtet . 

b) s-Galaktosidase- Assay 

48 h nach der Transfektion wurde das Medium entfemt, 
die Zellen wurden 1 x mit phosphatgepuf f erter 
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Kochsalzlosung (PBS) gewaschen und mit 0.5 % 
Glutardialdehyd in PBS 5 min lang bei Raumtemperatur 
fixiert. Dann wurde das Fixiermittel entfernt und die 
Zellen 1 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit 
der Farbelosung (10 mM Phosphatpuf f er pH 7.0, 150 mM 
NaCl, 1 mM MgCl2, 3.3 mM K4Fe( CN ) 63H20, 3.3 mM 
K3Fe(CN)6 und 0.2 % 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B- 
galaktopyranosid) bei 37 °C 20 min bis 3 h inkubiert 
(Lim und Chae, 1989). Danach wurden die Deckglaser in 
PBS, Wasser und 96 % Ethanol gespult, getrocknet und in 
Mowiol auf Objekttrager eingedeckt . Zur Analyse wurde 
ein Zeiss Axiophot Mikroskop verwendet. 

Fig. 21 zeigt Abbildungen der mikroskopischen 
VergroBerungen (112 x). A: HeLa-Zellen, transfiziert 
mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert mit 12 pg TfpL190B. 
Die Farbereaktion flir B-Galaktosidase wurde wahrend 
3 h durchgef uhrt . Die Fig. zeigt, daB sehr wenige 
Zellen (55 Zellen; die Gruppe der gefarbten Zellen ist 
mit einem Pfeil angezeigt ) das B-Galaktosidasegen 
exprimieren. B: HeLa-Zellen, transfiziert mit 
6 ug pCMV-B-gal, komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 
12-pg P16pL. Farbereaktion: 3 h. Wenige Zellen - 
(250 Zellen) exprimieren das B-Galaktosidasegen. Die 
Reaktion der Zellen ist jedoch starker als in A. 
C: HeLa-Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, 
komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 12 pg P16pL in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin. Farbereaktion: 
3 h. Viele Gruppen von Zellen zeigen eine stark 
positive Reaktion ( mehr als 1.000 Zellen). D: HeLa- 
Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert 
mit 12 pg TfpL190B in Gegenwart von Adenovirus dl312. 
Farbereaktion: 20 min. Beinahe alle Zellen (mehr als 
90 %) zeigen eine positive Reaktion. E: Nicht 
transf izierte HeLa-Zellen (Kontrolle fur die Spezifitat 
der B-Galaktosidasereaktion) . Farbereaktion: 3 h. 
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Bexspiel 16 

Transfektion von HeLa-Zellen nit einem 48 kb Cosmid in 
Gegenwart von f reiem Adenovirus 

a) Herstellung eines Cosmids, enthaltend die fur 
Luciferase kodierende Sequenz 

Ein 3,0 kb Sail-Fragment, enthaltend eine einzige fttr 
P. pyralis Luciferase kodierende Sequenz unter der 
Kontrolle des RSV- Promo tors, wurde vom Plasmid 
p22RSVLuca und in die einzige Sall-Stelle des 
Cosmidklons Cl-7al ligiert, urn Concatamere zu bilden. 
(Cl-7al enthalt ein 37 kb humanes genomisches DNA 
SauSA-Fragment ( Teilverdau ) , kodierend fUr keine 
offensichtlichen Gene, kloniert in die BamHI-Stelle des 
Cosmidvektors pW15 ( Stratagene ) ) . Das 
Ligationsreaktionsprodukt wurde darauf in vitro 
verpackt und ein Aliquot der erhaltenen Phagenpartikel 
in E.coli MN544 infiziert und auf LB amp Flatten 
plattiert. Die Rekombinanten wurden mittels 
Koloniehybridisierung unter Verwendung des 3,0 kb Sall- 
Fragments (32- P - ma rkiert durch randomisiertes Priming) 
als Hybridisierungsssonde gescreent und eine Anzahl von 
Positiven durch Restriktionskartierung analysiert. Ein 
Cosmid-Konstrukt (CosLuc), enthaltend eine einzige 
Kopie des sall-lnserts, wurde gezuchtet und auf einem 
Caesiumgradienten gereinigt ( GesamtgrSBe : 48 kb). 
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Ein kleines Kontroll-Cosmid pWELuc (12 kb ) wurde 
hergestellt durch Verdau von CosLuc mit Not: I, 
Religieren, Transf ormieren von Bakterien und Isolieren 
des richtigen Plasmids. Dies ergab ein 12 kb DNA- 
Molekiil, dem ein Teil des humanen DNA- Inserts und ein 
Teil des Polylinkers von CosLuc fehlte. Das Plasmid 
pSPNeoLuc (8 kb ) ist das in Beispiel 5 beschriebene 
Plasmid, das ein RSV-Lucif erase-Genf ragment (ein 
Apal/Pvul-Fragment von pRSVL, kloniert in die Clal- 
Stelle des pUCp-Lokus). 

b) Transport des Cosmids in HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen (3 x 10^ Zellen pro 6 cm Schale), bedeckt 
mit 1 ml DMEM + 2 % FCS wurden mit Tf pL/DNA-Komplexen, 
hergestellt wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, enthaltend die_ange^benen_ Mengen hT^L, 
freiem Polylysin und DNA, inkubiert. Zusatzlich 
enthielten die Inkubationsmischungen entweder 100 pM 
Chloroquin (Spalten 1 und 2) oder 10 pi Adenovirus 
dl312 / enthaltend 5 x 10H Partikel pro ml (Spalten 3- 
12). Nach einer 2 stundigen Inkubation bei 37 °C wurden 
jeder Schale 4 ml DMEM + 10 % FCS beigegeben. 24 
Stunden spater wurden die Zellen geerntet und die 
Lucif eraseaktivitat gemessen. Die Ergebnisse sind in 
Fig. 22A gezeigt. 
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c) Transport des Cosmids in Neuroblastomzellen 

Zellen einer Neuroblastom-Zellinie der Bezeichnung 61- 
ME-N (Donti et al., 1998) (1 x 106 Zellen pro 6 cm 
Schale), bedeckt mit 1 ml DMEM - 2 % FCS wurden ml* 
TfpL/DNA-Komplexen, hergestellt wie beschrieben, 
enthaltend die angegebenen Mengen von hTfpL, freiem 
Polylysin und DNA. Zusatzlich enthielten die 
Inkubationsmischungen entweder 100 uM Chloroquin 
(Spalten 3 und 4) oder 10 ul Adenovirus dl312, 
enthaltend 5 x 10"- Partikel pro ml (Spalten 5 und 6). 
Nach einer 2 stiindigen Inkubation bei 37 'C wurden jeder 
Schale 4 ml DMEM + 10 % FCS beigegeben. 24 Stunden 
spater wurden die Zellen geemtet und die 
Luciferaseaktivitat gemessen. Die Ergebnisse sind in 
Fig. 22B gezeigt. 

Beispiel 17 

Gentransfer mittels chemisch gekoppelten Adenovirus- 
Polylysin-Kon j ugaten 

a) Herstellung von Adenovirus-Polylysin-Konj ugaten 
mittels chemischer Kopplung 

2.35 ml einer gelf iltrierten (Sephadex G-25 FD10, 
Pharmacia) Lasting von Adenovirus dl312 (ca. lO" 
Partikel) in 150 mM NaCl / 25 mM HEPES , pH 7.9 / 10 % 
Glycerin, wurde mit 10 ul (10 nmol ) einer 1 mM LSsung 
von SPDP (Pharmacia) versetzt. Nach 3.5 h bei 
Raumtemperatur wurde der modifizierte Virus diirch 
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Gelf iltration (wie oben ) vom uberschussigen Reagens 
abgetrennt. Die Losung (2.5 ml) wurde mit Argon gespiilt 
und unter Sauerstof f ausschluss und Argon mit 42 pi 
einer LGsung von FITC-markiertem Polylysin ( 1 nmol ) , 
modifiziert mit 2.3 nmol Mercaptopropionat-Gruppen 
(hergestellt wie in EP 388 758 beschrieben ) , reagieren 
gelassen. Nach 18 h bei Raumtemperatur wurde die Halfte 
der Losung in ein Zentrif ugenrohrchen uberfuhrt, mit 1 
ml einer Cesiumchlor id- Losung ( Dichte 1.33 mg/ml ) 
vorsichtig unterschichtet und 2 h bei 35000 rpm ( SW60 
Rotor) bei Raumtemperatur zentrif ugiert . Die Virusbande 
wurde als 200 pi Cesiumchlor id- Fraktion gesammelt und 
mit HBS / 50% Glycerin auf 1 ml verdunnt. 
Ein DNA-Bindungsassay wurde mit 300 pi des 
modif izierten Viruses durchgefuhrt: die Virusldsung 
wurde mit 1 ml HBS verdunnt und mit 100 pi Losung einer 
35s-markierten DNA (15 ng pRSVL, hergestellt durch 
Nick-Translation) versetzt. Zur Kontrolle wurde das 
Experiment mit gleicher Menge unmodif iziertem Virus 
dl3l2 parallel durchgefuhrt. Nach 30 rain wurden die 
Proben in Zentrif ugenrohrchen uberfuhrt, mit 1 ml einer 
Cesiumchlorid- Losung (Dichte 1.33 mg/ml) vorsichtig 

unterschichtet und 2 h bei -35000 -rpm ( SW60 Rotor ) bei — 

Raumtemperatur zentrif ugiert . Der Gradient wurde je in 
5 Fraktionen geteilt; Fraktion 1, 1 ml; Fraktion 2, 0.6 
ml; Fraktion 3-5, je 200 pi. Die Radioaktivitat von je 
200 pi der Fraktionen wurde bestimmt und ist in Fig. 23 
wiedergegeben . Dabei findet man in den Virushaltigen 
Fraktionen (3-5), hauptsachlich Fraktion 3, eine 
deutlich hohere Radioaktivitat als im 
Kontrollexperiment ; dies ist auf spezifische 
Assoziation des Polylysin-modif izierten Adenoviruses 
mit der markierten DNA zurvickzuf uhren . 

b) Transfektion von K562-Zellen 
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K562-Zellen (ATCC CCL 243) wurden in Suspension in RPMI 
1640-Medium (Gibco BRL plus 2 g Natriumbicarbonat/1 ) 
plus 10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 ul/ul 
Streptomycin and 2 mM Glutamin bis zu einer Dichte von 
500.000 Zellen/ml gezuchtet. 12 bis 20 h vor der 
Transition wurden die Zellen in frisches Medium 
gegeben, das 50 uM Desferrioxamin enthielt (dxese 
MaBnahme wurde getrof fen, urn eine Erhohung der 
Transf errinrezeptor-Zahl zu erreichen). Am Morgen der 
Transf ektion wurden die Zellen gesammelt, in frischem 
Medium, enthaltend 10 % FCS plus 50 uM Desferrioxamin, 
suspendiert (250.000 Zellen/ml) und Je 2 ml in erne 
Schale mit 24 Vertiefungen gegeben. 

Angegebene Mengen an pCMVL-DNA (6, 0.6, 0.06 ug) in 
100 ul HBS wurden mit 50 ul Polylysin-Adenovirus 
(pLAdeno) bzw. entsprechenden Mengen (35 ul) Kontroll- 
Adenovirus d!312 gemischt. Nach 20 nin wurden jeweils 
entsprechende Mengen (12, 1.2, 0.12 ug) TfpL190B- 
Konjugat in 150 ul HBS zugegeben. Nach weiteren 20 nin 
wurde die Mischung den K562-Zellen beigegeben. Die 
zellen wurden bei 37'C 24 h lang inkubiert und dann fur 
den Luciferase-Assay geemtet. Die Lucif eraseaktivitat 
wurde bestimmt, wie in den vorangegangenen Beispielen 
angegeben. Die in Fig. 24 angegebenen Werte stellen die 
Gesamtluciferaseaktivitat der transf izierten Zellen 

dar. 

c) Transf ektion von HeLa-Zellen 

Eine Methods zur Uberprufung der Aktivitat eines 
Polylysin-Viruskonjugats ist die Uberprufung des 
Konjugats auf seine Fahigkeit, sehr kleine DNA-Mengen 
(weniger als ug) zu transport ieren. Es wurde eine 
erhohte DNA-Transferkapazitat erwartet, wenn das 
Adenovirus direkt an die Polylysin-kondensierte DNA 
gebunden ist, weil die internalisierungsfaktoren 
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(Transferrin und Adenovirus -Faserprotein ) direkt mit 
der zu transportierenden DNA assoziiert sind. Urn die 
Richtigkeit dieser Annahme zu uberpriifen, wurde eine 
konstante Menge des Polylysin-Adenovirus-Konjugats (2.5 

* pi, ca. 5x10? viruspartikel ) mit verschiedenen Mengen 

(3 pg bis 0,0003 pg ) von Reporterplasmid in 475 pi HBS 
komplexiert. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde eine der Masse an DNA entsprechende Menge von 
Transf errin-Polylysin jeder Probe beigegeben (diese 
Menge an TfpL wurde gewahlt, weil sie vollstandiges 
"packaging" ( Elektroneutralitat ) von 50 % der Plasmid- 
DNA gewahrleistet und gleichzeitig Bindungs-Freiraum 
fur das Virus-Polylysin-Konjuga-t gewahrleistet. Nach 
Zugabe von TfpL wurden die Mischungen 15 min lang 
inkubiert, dann wurde jede Mischung in eine 6 cm 
Kulturschale, enthaltend 300.000 HeLa-Zellen in 1 ml 
DMEM/2 % FCS, gegeben. Darauf wurden die Zellen 1.5 h 
lang bei 37 °C inkubiert, danach wurden 4 ml DMEM/10 % 
FCS zugegeben. Parallel dazu wurden aquivalente Mengen 
DNA mit einem zweifachen MassenuberschuS TfpL (die 
Menge fur vollstandige DNA-Kondensation ) komplexiert 
und fur den Gentransfer in HeLa-Zellen verwendet 

• (einmal allein, einmal in Gegenwart von 25 pi der 

nicht-Polylysin-gekoppelten Adenovirus dl312- 
Praparation) . Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, 
Extrakte hergestellt und Aliquots auf 
Luciferaseaktivitat untersucht. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist in Fig. 25 dargestellt: Bei Fehlen von 
Adenovirus ist bei einer DNA-Menge unter 0.3 pg keine 
Luciferaseaktivitat nachweisbar. Sowohl Folylysin- 
gekoppeltes als auch nicht-gekoppeltes Adenovirus 
funktionierten bei groBen DNA-Mengen (3 pg und 0.3 pg ) 
gut. Mit dem nicht-gekoppelten Adenovirus wurde jedoch 
ein beinahe lOOfacher Aktivitatsabf all bei 0.03 pg und 
eine vernachlassigbare Aktivitat unter dieser DNA-Menge 
beobachtet. Im Gegensatz dazu behalt das Polylysin- 
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gekoppelte Virus seine Gentransfer-Kapazitat sowohl bei 
0 003 als auch bei 0.0003 ug DNA. Diese Menge an DNA 
entspricht ca. 100 DNA-Molekulen/Zelle und ca. 1 
Viruspartikel/DNA-Molekul . 

Beispiel 18 

Gentransfer mittels enzymatisch an Polylysin gekoppelte 
Adenoviren 

a ) Enzymreak-tion 

2 ml der Adenovirus-Praparation (Stamm d!312; SxlQlO 
PFU/ml) wurden auf eine Sephadex G-25 
Gelfiltrationsaule (Pharmacia), die mit 25 ml 
Reaktionspuffer (0.1 M Tris-HCl; P H 8.0, 2 mM DTT, 30 % 
Glycerin) aguilibriert wurde, aufgetragen. Die Elutxon 
erfolgte mit 3.5 ml Reaktionspuf f er . Der 
Reaktioasansatz zur enzymatischen Kopplung besteht aus 
1150 ul der viruselutionfraktion, 0.5 nmol 
Meerschweinchenleber-Transglutaminase (TG) (Sigma), 2 
^ol beziehungsweise 20 nmol Polylysin290, 10 mM CaCl 2 
und Reaktionspuf fer in einem Endvolumen von 1500 ul. 
Die Reaktion wurde bei 37° C Uber 1 Stunde durchgefuhrt 
und danach durch Zugabe von 30 ul 0.5M EDTA gestoppt. 
zur Kontrolle der Spezifxtat der Kopplung wurden auch 
Reaktionsansatze ohne Transglutaminase durchgefuhrt. 
Nicht inkorporiertes Polylysin wurde von den Viren 
durch zentrifugation Uber einen CsCl-Gradienten (Dichte 
1.33g/ml; 170000 x g, 2 Stunden) abgetrennt. Die 
Fraktion, die die Viren beinhaltet wurde abgezogen und 
mit gleichem volumen Glycerin versetzt und in flussigem 
Stickstoff eingefroren und bei -70O c aufgehoben. 

b) Demonstration der Bindung von Polylysin an 
Adenoviren 
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Die Reaktion wurde mit Polylysin, das mit 125j mittels 
Bolton-Hunter Reagenz (Amersham) markiert wurde, wie 
oben beschrieben durchgefiihrt . Nach der CsCl- 
Gradientenzentrifugation wurde die Virusf raktion 
abgezogen und iiber einen weiteren CsCl-Gradienten 
getrennt. Danach wurde der Gradient fraktioniert und 
die Radioktivitat in alien Fraktionen mit einem 
Szintillationszahler bestimmt. Wie in Fig. 26 
dargestellt, zeigte sich dabei, daS bei dem 
Reaktionsansatz rait TG ( dl312/TG-pL ) radioaktives 
Polylysin in der Virusf raktion (Virus) angereichert 
war. Im Kontrollansatz ohne TG (dl312/pL) fand sich 
keine Anreicherung von radioaktivem Polylysin in der 
Virusf raktion . 

c) Testung der Polylysin-modif izierten 

Adenovirusfraktionen bezuglich ihres Effektes auf 
die Transfektionsef f izienz 

i ) Zellen und Medien 

Zur Transfektion wurden --5xlQ5 Zellen ( Mausehepatozyten; 
ATCC No. : TIB 73) in DMEM mit 10 % hitzeinaktiviertem 
fotalem Kalberserum ( FCS ) , 2 mM Glutamin, 100 I.E. /ml 
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin in 6 cm 
Kulturschalen ausgesat . 

ii ) Bildung der Virus -DNA- Trans f err in- Komplexe 

50 pi der jeweiligen Polylysin-modif izierten 

Virusf raktion wurden mit 6 ug des DNA-Plasmids pCMVL in 

10 p HBS gemischt und 20 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Danach wurde dem Gemisch 8 pg Mause- 

Transferrin-Polylysin290B (mTfpL) zugesetzt und fur 

weitere 10 min inkubiert. 
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in 



) Transfektion der Mausehepatozyten 



Die Virus-DNA-Transferrin-Komplexe wurden mit 1.5 ml 
Medium (DMEM mit 2 % FCS, 2 mM Glutamin und 
Antibiotika) gemischt und den Zellen, nachdem das alte 
Medium entfemt wurde, zugesetzt. Nach einer Inkubation 
von 2 h bei 3?o C wurde den Zellen 2 ml von DMEM mit 10 
% FCS, Glutamin und Antibiotika zugegeben. Nach einer 
weiteren Kultivierungsphase von 2Stunden wurde das 
gesammte Medium entfemt und den Zellen 4 ml von 
frischem DMEM mit 10 % FCS, Glutamin und Antibiotika 
zugesetzt . 

iv) Bestimmung der Lucif eraseexpression 

24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 
geerntet und der Luciferase-Assay, wie oben 
beschrieben, durchgef Qhrt . 

Wie aus Fig. 27 ersichtlich, ergab die 

Viruspraparation, bei der die Adenoviren. mit TG und 20 
nmol Polylysin behandelt wurden (dl312/TG-20 nmol P L) , 
die starkste Expression (153540000 Lichteinheiten) . Die 
Viruspraparation mit TG und 2 nmol Polylysin (dl312/TG- 
2 nmol PL) war etwas weniger aktiv (57880000 
Lichteinheiten). Die Kontrollf raktion, bei der die 
Adenoviren mit 20 nmol Polylysin, jedoch ohne TG, 
behandelt wurden, war nahezu urn den Faktor 500 weniger 
wirksam. Zum Vergleich wurden weiters zur Transfektion 
Komplexe verwendet mit der Ausgangspraparation von 
Adenoviren, die weder mit TG noch mit Polylysin 
behandelt wurden (dl312). Diese Preparation ergab 
4403000 Lichteinheiten. 

d) Erhahung der Trans fektionsef f izienz durch 

Polylysin-modifizierte Adenoviren im Vergleich zu 
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nicht modif izierten Adenoviren, insbesondere bei 
niedrigen DNA-Mengen 

Die Transfektion wurde wie in Beispiel 3c) beschrieben 
durchgefiihrt, wobei zur Komplexbildung 50 pi der 
Adenovirus frakt ion dl312/TG-20 nmol pL und 6 pg pCMVL/8 
pg mTfpL, 0.6 pg pCMV-Luc/0.8 pg mTfpL oder 
0.06 pg pCMVL/0.08 pg mTfpL verwendet wurden. Zum 
Vergleich wurden auch Transf ektionen durchgefuhrt mit 6 
pg, 0.6 pg, 0.06 pg pCMVL/mTf pL-Komplexen und nicht 
modifizierten Adenoviren (dl312). Es zeigte sich, daS 
die Komplexe mit Poly lysin-modif izierten Adenoviren 
auch bei niedrigen DNA-Mengen noch hone 
Expressionswerte ergaben, wahrend bei nicht 
modifizierten Adenoviren die Expression stark 
vermindert war ( Fig . 28 ) . 

Beispiel 19 

Gentransfer mit Konjugaten, in denen die Bindung 
zwischen Adenovirus und Polylysin iiber eine Biotin- 
Streptavidin-Briicke erfolgt 

a) Biotinylierung von Adenovirus dl312 

2.4 ml einer gelf iltrierten ( Sephadex G-25 PD10, 
Pharmacia) Losung von Adenovirus dl312 (ca. lO^-l 
Partikel) in 150 mM NaCl / 5 mM HEPES, pH 7.9 / 10 % 
Glycerin , wurde mit 10 pi (10 nmol) einer 1 mM Losung 
von NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) versetzt. Nach 3 h bei 
Raumtemperatur wurde der Biotin-modif izierte Virus 
durch Gelf iltration (wie oben) vom uberschussigen 
Reagens abgetrennt. Die Losung wurde durch Zugabe von 
Glycerin auf eine Glycerinkonzentration von 40 % 
gebracht ( Ges am tvo lumen 3.2 ml) und bei -25 °C gelagert . 
Die Biotinylierung des Viruses konnte in einem 
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qualitative Nachweis nach Tropfen von verschiedenen 
Verdiinnungen auf Cellulose-Nitrat Membran nachgewiesen 
werden: nach Trocknen bei 80'C / 2 h im 
Vakuumtrockenschrank, Blocken ait BSA, Inkubieren mit 
Streptavidin-konjugierter Alkalischer Phosphatase 
( BRL ) , Waschen und 1 h Inkubation mit der 
Entwicklungslosung NET / X-Phosphat (Nitroblau- 
Tetrazolium Salz/ 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat, 
Toluidin-Salz ; Boehringer Mannheim) wurde eine 
positive Farbreaktion gefunden. 

b) Herstellung von streptavidin-Polylysin-Konjugaten 

Die Kopplung von Streptavidin mit Polylysin wurde nach 

der von Wagner et al., 1990, und in der 

EP-A1 388 758 beschriebenen Methode durchgef uhrt . 

79 nmol (4.7 mg) Streptavidin in 1 ml 200 mM HEPES pH 
7 9 und 300 mM NaCl wurden mit einer 15 mM 
ethanolischen L6sung von SPDP (236 nmol) behandelt. 
Nach 1.5 h bei Raumtemperatur wurde das modif izierte 
Protein uber eine Sephadex G-25 Saule gelf iltriert, 
wobei 75 nmol Streptavidin, modifiziert mit 196 nmol 
Dithiopyridinlinker, erhalten wurde. Das modif izierte 
Protein wurde mit 3-Mercaptopropionat-modif iziertem 
Polylysin (75 nmol, durchschnittliche Kettenlange 
290 Lysinmonomere, modifiziert mit 190 nmol 
Mercaptopropionat- Linker) in 2.6 ml 100 mM HEPES 
pH 7-9, 150 mM NaCl unter Argonatmosphare reagieren 
gelassen. Konjugate wurden mittels 

Kationenaustauschchromatographie auf einer Mono S HR5- 
Saule (Pharmacia) isoliert. (Gradient: 20 - 100 % 
Puffer. Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer 
A plus 3 M Natriumchlorid. Die Produktf raktion eluierte 
bei einer Salzkonzentration zwischen 1.2 M und 1.7 M. 
Dialyse gegen HBS ( 20 mM HEPES pH 7.3, 150 mM NaCl) 
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ergab ein Konjugat, bestehend aus 45 nmol Streptavidin 
und 53 nmol Polylysin. 

c) Transfektion von HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen geziichtet, wie 
in Beispiel 1 angegeben. Die Transf ektionen wurden bei 
einer Dichte von 300.000 Zellen/Platte durchgef iihrt . 
Vor der Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml 
frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, inkubiert. 

6 pg pCMVL-DNA in 100 pi HBS wurden mit 0 . 8 pg 
Streptavidin-Polylysin in 170 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 3 pi Polylysin pL300 in 170 pi HBS 
zugemischt. Nach weiteren 20 min wurden 65 pi 
biotinyliertes Adenovirus oder als Kontrolle 
entsprechende Mengen an Adenovirus dl3l2 (30 pi, 
Ausgangsvirus fur die Modif izierung ) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ( "biotinAdV/complex A" bzw. "control 
AdV", siehe Fig. 29) wurden weitere 20 min 
stehengelassen . 

Eine-alternative Komplexbildung wurde. durchgef uhrt, „. 

indem 65 pi biotinyliertes Adenovirus zuerst mit 0,8 pg 
Streptavidin-Polylysin in 50 pi HBS gemischt wurden, 
nach 20 min 6 pg pCMVL-DNA in 170 pi HBS zugegeben 
wurden, und nach weiteren 20 min 3 pi Polylysin pL300 
in 200 pi HBS zugemischt wurden. ( Komplexmischung 
"biotinAdV/complex B " ) • 

0.6 pg pCMVL-DNA in 67 pi HBS wurden mit 0.3 pg 
Streptavidin-Polylysin in 33 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 65 pi biotinyliertes Adenovirus oder als 
Kontrolle entsprechende Mengen an Adenovirus dl312 (30 
pi, Ausgangsvirus fiir die Modif izierung ) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ( "bio tinAdV/ complex A" bzw. "control 
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AdV", siehe Fig. 29) wurden weitere 20 min 
stehengelassen und dann mit HBS auf 500 ul verdunnt. 
Die alternative Komplexbildung wurde durchgef iihrt, 
indem 65 ul biotinylierter Adenovirus zuerst mit 0.3 pg 
Streptavidin-Polylysin in 50 pi HBS gemischt wurden, 
nach 20 min 0.6 pg pCMVL-DNA in 50 ul HBS zugegeben 
wurden. Die Komplex-mischung ( "biotinAdV/complex B" ) 
wurden weitere 20 min stehengelassen und dann mit HBS 
auf 500 pi verdunnt. 

Die Mischungen wurden den Zellen beigegeben. Die Zellen 
wurden 2 h lang bei 37 -C inkubiert, dann wurden 2.5 ml 
frisches Medium mit einem Zusatz von 10 % FCS 
zugegeben. Die Zellen wurden 24 h lang bei 37 »C 
inkubiert und dann fur den Lucif erase- Assay geerntet. 
Die Lucif eraseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 29 
angegebenen Werte stellen die Gesamtlucif eraseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 

Parallel dazu wurden Transf ektionen von HeLa-Zellen 
durchgef Uhrt, wobei als Virus -Komponente des Konjugats 
ein biotinyliertes Virus verwendet wurde, das mittels 
Psoralen/UV-Behandlung inaktiviert worden war. Die 
Inaktivierung wurde wie folgt vorgenommen : Je 200 pi 
biotinylierte viruspraparation wurden in zwei 
vertiefungen einer 1.6 cm Gewebskulturplatte gegeben. 
Zu ;jeder Probe wurden 2 pi (33 mg/ml) 8-Methoxypsoralen 
(in DMSO) gegeben, die Schale auf Eis gestellt und 10 
min lang mit einer UV-Lampe (365 nm; UVP TL-33 Lampe ) 
bestrahlt, wobei der Abstand der Probe vom Filter 4 cm 
betrug. Nach der Bestrahlung wurden die zwei Proben 
vereinigt und gelfiltriert (G50, Nick-Saule, 
Pharmacia), wobei die Saule mit 40 % Glycerin in HBS 
vorequilibriert worden war. Aliquots von je 75 pi 
wurden mit 0.8 pg Streptavidin-Polylysin komplexiert 
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und zur Transfektion von HeLa-Zellen, wie oben 
beschrieben , verwendet . 

Mittels zytopatischem Endpunkt-Assay wurde 
* festgestellt, daB der Virustiter durch die 

Inaktivierung um einen Faktor von mehr als 10 4 abnahm, 
wahrend die Trans ferkapazitat bei hohen Konzentrationen 
um weniger als 50 % und bei niedrigen Konzentrationen 
um einen Faktor 5 abnahm. 

d) Transfektion von K562-Zellen 

K562-Zellen wurden in Suspension in RPMI 1640-Medium 
(Gibco BRL, plus 2 g Natriumbikarbonat pro Liter) + 10 
% FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 ug/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin bis zu einer Zelldichte 
von 500.000 Zellen/ml gezuchtet. 16 h vor der 
Transfektion wurden die Zellen in frisches Medium, 
enthaltend 50 uM Def errioxamin (Sigma) gegeben. Am 
Morgen nach der Transfektion wurden die Zellen zu 
250.000 Zellen/ml in frisches Medium, enthaltend 10 % 
FCS + 50 uM Def errioxamin, aufgenommen und 2 ml pro 
..Ver.tief.ung. in eine Platte- mit _24 Vertiefungen gegeben. 

Es wurden drei verschiedene Arten von DNA-Komplexen 
hergestellt : 

a) Eine L5sung von 6 ug pCMVL-DNA in 160 ul HBS (150 mM 
NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) wurde mit 12 ug des Konjugats 
TfpL190B in 160 ul HBS gemischt, nach 30 min wurden 20 
ul Adenovirus dl312-Praparation hinzugef ugt und die 
Mischung den Zellen beigegeben. 

b) Eine Losung von 800 ng Spreptavidin-Polylysin in 160 
ul HBS wurde mit 20 ul biotinyliertem Adenovirus, 
hergestellt wie in a), gemischt, nach 30 min wurde eine 
Losung von 6 pg pCMVL-DNA in 160 ul HBS zugegeben und 
nach weiteren 30 min die Losung mit 10 ug des Konjugats 
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TfpL190B in 160 |il HBS gemischt. Nach 30 min wurde die 
Mischung den Zellen beigegeben. 

c) Die DNA-Komplexe wurden hergestellt wie in b), mit 
dem Unterschied, daB statt TfpL190B eine Losung von 3.5 
ug Poly(L)lysin p(Lys)290 zugegeben wurde. Die Zellen 
wurden 24 h lang bei 37 -C inkubiert und dann fur den 
Luciferaseassay geerntet. Die in Fig. 30 dargestellten 
Werte stellen die GesamtluciferaseaJctivitat der 
transfizierten Zellen dar. 

Beispiel 20 

Gentransfer in primare Knochenmarkszellen 

a) isolierung von Knochenmarkszellen 

Primare Knochenmarkszellen wurden aus Mausen geemtet^ 
indem Kulturmedium ( IMDM, enthaltend 10 % FCS, 5 x 10 
5 M B-Mercaptoethanol, 1 % IL-3 konditioniertes Medium 
und Antibiotika) mit einer Injektionsnadel (0.4 mm Oder 
0.5 mm Durchmesser), verbunden mit einer 1 ml Ampulle, 
durch isolierte Oberschenkel- und Schienbeinknochen 
gespiilt wurde. Die Zellen wurden dann 1 x in 
Kulturmedium durch Zentrifugieren bei 100 x g 8 min 
lang gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen bei einer 
Konzentration von 107 Zellen/ml resuspendiert und in 
T25-Kulturflaschen ausgesat. Nach 4 h wurden die 
nichthaftenden Zellen in eine neue T25-Kulturf lasche 
Uberfiihrt und iiber Nacht in Gegenwart von 50 uM 
Def errioxamin geziichtet. 

b) Bildung von A denovirus-Transferrin-Polylysin/DNA- 
Komplexen 

Fiir die Komplexbildung wurden 50 pi biotinyliertes 
Adenovirus mit 400 ng Streptavidin-modif iziertem 
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Polylysin in 20 pi HBS 20 man lang inkubiert. Dann 
wurden 20 pi HBS, enthaltend 6 pg pCMVL beigegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurden 7 pg 
Maustransferrin-Polylysin-Konjugat (mTfpL) in 160 pi 
HBS beigegeben und die ganze Mischung weitere 20 min 
inkubiert . 

c) Transfektion 

Fur die Transfektion wurden die Knochenmarkszellen 
durch 8 mimitiges Zentrifugieren bei 100 x g aus dem 
Kulturmedium gewonnen. Der Zellniederschlag wurde in 
3 ml Kulturmedium, enthaltend 2 % FCS und 250 pi der 
Adenovirus-Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexe, 
aufgenommen und in einer neuen T25-Flasche 3 h lang bei 
37 °C geziichtet. Dann wurden 3 ml und nach 2 h weitere 
6 ml Kulturmedium, en-thaltend 10 % FCS beigegeben. 

d) Bestiramung der Lucif eraseexpression 

48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet 
und wie in den anderen Beispielen auf 
Lucif eraseexpression untersucht. Die, Transfektion 
fuhrte zu einer Lucif eraseaktivitat entsprechend 
310 x 103 Lichteinheiten/100 pg Gesamtzellprotein. 

Beispiel 21 

Transfektion von Neuroblastomzellen mit einem 48 kb 
Cosmid in Gegenwart von freiem Adenovirus und von 
Adenovirus-Polylysin-Konj ugaten 

Zellen der Zellinie der Bezeichnung GI-ME-N wurden, wie 
in Beispiel 16 beschrieben, mit dem 48 kb Cosmid mit 
den angegebenen Mengen von hTfpL, freiem Polylysin und 
DNA transf iziert . Zusatzlich enthielten die 
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Inkubationsmischungen entweder 100 pM Chloroquin 
(Spalten 3 und 4) oder 10 pi Adenovirus dl312, 
enthaltend 5 x 10U Partikel pro ml (Spalten 5 und 6). 
Die letzten beiden Proben (Spalten 7 und 8, 
StpL/Biotin) enthielten 15 ul biotinyliertes Adenovirus 
dl312 (1 x lOH Partikel), 30 min inkubiert rait 
Streptavidin-Polylysin (0.8 pg, hergestellt wie in 
Beispiel 19) in 150 pi HBS. Dann wurden 6 pg DNA in 150 
pi HBS zur Probe gegeben, 30 min bei Rauratemperatur 
stehengelassen, worauf 150 pi HBS , enthaltend 6 pg 
hTfpL + 1 pg freies pL zugegeben wurden. Nach weiteren 
30 min inkubation bei Rauratemperatur wurde die Mischung 
den Zellen beigegeben. Nach einer 2 stiindigen 
inkubation bei 37 °C wurden jeder Schale 4 ml DMEM + 
10 % FCS beigegeben. 24 Stunden spater wurden die 
Zellen geerntet und die Lucif eraseaktivitat gemessen. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 31 gezeigt. 

Beispiel 22 

Gentransfer in primare Atemwegs-Epithelzellen . 

vorversuche im Hinblick auf eine genetische Korrektur 
der zystischen Fibrose hatten gezeigt, daB 
immortalisierte Zellinien, abgeleitet vom 
Atemwegsepithel der erfindungsgemaBen 

Gentransfermethode zuganglich sind. Um die Moglichkeit 
auszuschlieBen, daB dieses Phanomen auf Veranderungen 
des Atemwegsepithels zuriickzufUhren ist, die durch die 
immortalisierung induziert sind, wurden die Versuche 
mit Transferrin- Polylysin-Konjugaten auch in primaren 
Atemwegsepithelzellen (l'AE) durchgef tihrt . 

1°AE-Zellen wurden, wie von Yankaskas et al., 1987, 
bescnrieben, aus Nasenpolypenproben vom Patienten 
erhalten. Die Gewebe wurden in steriler Kochsalzlosung 
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gewaschen, dann in Joklik's Minimum Essential Medium 
(MEM) plus Antibiotika (Penicillin 50 E/ml, 
Streptomycin 50 ug/ml, Gentamicin 40 pg/ml ) bei 4°C ins 
Labor transport iert . Knorpel- und uberschussiges 
submukoses Gewebe wurden freigelegt und die 
epithelialen Schichten in Proteaselosung (Sigma, Typ 
14, 0.1 mg/dl) in MEM bei 4°C 16 bis 48 h inkubiert. Es 
wurde 10 % FBS ( f Stales Rinderserum) zur 
Neutralisierung der Protease beigegeben und die Zellen 
durch leichtes Bewegen abgelost. Die erhaltene 
Suspension wurde durch ein 10 urn Nylongitter filtriert, 
um die Zelltrummer zu entfernen, zentrif ugiert (150 x g 
5 min) und in F12 + 10 % FBS gewaschen. 

Die Zellen wurden daraufhin mit Transf errin-Polylsin- 
Konjugaten (hTfpL) und einem fur Lucif erase kodierenden 
Plasmid (pRSVL) als Reportergen behandelt. Bei dieser 
Untersuchung zeigten die primaren Zellen nicht die 
Empf anglichkeit fur diese Komplexe wie die 
entsprechenden immortal is iert en Zellinien (Untergrund = 
429 Lichteinheiten; mit Zusatz von Konjugaten : 543 
Lichteinheiten ) , was darauf hinwies, daS die 1°AE- 
Zellen relativ arm an- Transf errin-Rezeptoren sind. 

Um einen alternativen Rezeptor auf den Zellen zu 
benutzen, wurden biotinylierte Adenoviren (vgl. 
Beispiel 19) verwendet. Die mit diesem Konjugat 
behandelten Zellen zeigten eine signifikant starkere 
Expression als Untergrundwerte (Zusatz von Konjugaten 
2585753 + 453585 Lichteinheiten). AuBerdem erwiesen 
sich auch primare Atemwegsepithel zellen von anderen 
Spezies als dieser Methode des Gentransfers zuganglich 
(Maus = 3230244 + 343153; Affe = 53498880 ± 869481 
Lichteinheiten ) . 

Beispiel 23 
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Gentransfer in Hepatozyten und in Blutzellen 

in den Experimenten dieses Beispiels wurden folgende 
Materialien und Methoden verwendet: 

Transfektion von Gewebekulturzellen: Zellen der 
Zellinie BNL CL.2 wurden geziichtet, wie in Beispiel 6 
beschrieben. HeLa-Zellen und Hepatozyten wurden in 6 cm 
Petrischalen geziichtet. Die Transfektion wurde bei 
einer Zelldichte von ca. 3 x 105 Zellen pro Schale 
durchgefUhrt. Vor der Transfektion wurde das 
Standardkultunnedium durch 1 ml frisches Medium mit 2 % 
FCS ersetzt. 

Bildung binareir Komplexe: Biotinylierte Adenoviren (ca. 
109 PFUs, siehe Beispiel 19 a) und 19 b)) wurden mit 
800 ng streptavidiniliertem Polylysin in 50 ul HBS 
reagieren gelassen. Nach 30 min bei Raumtemperatur 
wurden 6 ug pCMVL-DNA in 170 ul HBS zugegeben, 30 min 
inkubiert und daraufhin 3 ug pL300 in 200 pi HBS 
zugegeben und nach weiteren 30 min die Lasung fur die 
Transfektionsversuche verwendet. 

Bildung ternarer Komplexe: Biotinylierte Adenoviren 
(ca. 109 PFUs)) wurden mit 800 ng streptavidiniliertem 
Polylysin in 50 ul HBS reagieren gelassen. Nach 30 min 
bei Raumtemperatur wurden 6 ug pCMVL-DNA in 170 pi HBS 
zugegeben, 30 min inkubiert und daraufhin 10 ug . 
TfpL190B in 200 ul HBS zugegeben und nach weiteren 30 
min die L8sung fur die Transfektionsversuche verwendet. 

6-Galaktosidase-Assay: BNL CL.2-Zellen wurden auf 
Deckglaser ausgesat und 24 h die Zellen mit dem 
Reporterplasmid pCMV-B gal (Lim und Chae, 1989) 
transfiziert. 48 h spater wurde der 6-Galaktosidase- 
Test durchgefuhrt wie in Beispiel 15 angegeben. 



BNSDOCID: <WO 9307283A 1 I i 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCI7EP92/02234 



135 



a) Die Verbindung zwischen DNA-Kondensaten und 

Adenovirus verstarkt die Luci f erase -Report ergen - 
Expression in starkem Ausmafi 

Das Ergebnis des Transfers von DNA in Hepatozyten 
mittels binaren und ternaren DNA-Komplexen ist in 
Fig. 32 dargestellt: Der Gentransf eref f ekt wurde in 
Gegenwart von freiem Adenovirus verstarkt. Die Spalten 
pLAdenoV/TfpL zeigen die Ergebnisse von Trans fektionen 
mit Adenovirus, das mittels Transglutaminase mit 
Polylysin konjugiert worden und dann mit DNA reagieren 
gelassen wurde, die einen Teil der negativen Ladungen 
neutralisierte. Spater wurde Transf errin-Polylysin 
beigegeben, das die restlichen negativen Ladungen 
neutralisierte. Auf diese Weise wurde ein ternarer 
Komplex Adenovirus-Polylysin/Transferrin-Polylysin/DNA 
gebildet. Wie aus der Fig. ersichtlich, wurde ein 
auBerordentlich hoher Wert von 1.5x109 Lichteinheiten 
erhalten ( entsprechend ca. 5000 Lichteinheiten pro 
Zelle). Fur den in Spalte Adenov+pL+Tf pL dargestellten 
Versuch wurden Adenovirus und Polylysin gemischt wie 
fur die Behandlung „mit _ .Transglutaminase. Um die„ 
Spezifitat der durch Transglutaminase bewirkte Bindung 
von Polylysin an das Virus zu zeigen, wurde jedoch das 
Enzym weggelassen. Dann wurde die Viruspraparation mit 
derselben Menge DNA und TfpL komplexiert wie in 
pLAdeno/Tf pL. In diesem Fall war die Trans fektion maSig 
wie mit AdenoV+TfpL, weil in beiden Experimenten die 
gemeinsame Lokalisierung von Virus und DNA/Transf errin- 
Polylsin-Komplex ein stochastischer Vorgang war, im 
Gegensatz zu dem in Spalte pLAdenoV/Tf pL gezeigten 
Experiment, bei dem die gemeinsame Lokalisierung durch 
die Verbindung von Virus und DNA in dem ernaren Komplex 
ein hohes Ma8 an Transf errinfektion ( Transf ektion mit 
Transferrin) liefern. 
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b) Die Transfektion von K562-Zellen zeigt die 

endosomolytischen Eigenschaf ten von Adenovirus 

Zellen der huroanen Erythroleukamie-Zellinie K562 
enthalten ca. 150 000 Trans ferrin-Rezeptoren (Klausner 
et al., 1983 b). In Gegenwart von Chloroquin konnen 
diese Zellen auch in Abwesenheit von Adenovirus in 
starkem AusmaS mit TfpL/Reporter-DNA-Komplexen 
transfiziert werden (Fig. 33, TfpL) , wie bereits von 
Cotten et al., 1990, berichtet wurde. Dieselben 
Komplexe lief em in Gegenwart von freiem Adenovirus, 
aber in Abwesenheit von Chloroquin, relativ schwache 
Reportergenexpression ( AdenoV/Tf pL) , vermutlich wexl 
K562 Zellen wie andere Blutzellen (Silver et al., 1988; 
Horvath et al., 1988) eine geringe Zahl an 
Adenovirusrezeptoren aufweisen. Wenn das Adenovirus 
iiber eine Biotin/Streptavidin-Briicke an Polylysin 
gebunden wird und die Reporter-DNA durch Zusatz von 
mehr Polylysin zur Ganze kondensiert wird, urn den 
binaren Komplex zu komplettieren ( pLAdenoV/pL) , 
erreicht die durch Adenovirus unterstutzte Transfektion 
mittlere Werte, vermutlich weil die wenigen Adetiov.rus- 
Rezeptoren effizient genutzt werden. Wenn jedoch die 
mit Adenovirus-Polylysin komplexierte DNA zur Ganze 
kondensiert und durch Zusatz von Transferrin-Polylysxn 
unter Bildung eines ternaren Komplexes (pLAdenoV/TfpL) 
neutralisiert wird und die zahlreichen zellularen 
Transferrinrezeptoren ins Spiel kommen, wird die 
Transfektionseffizienz - sowohl dank der effizienten 
Transferrinbindung als auch den endosomolytischen 
Eigenschaften des Virus - um mindestens zwei weitere 
GroBenordnungen gesteigert (Fig. 33). 

c) Ternare DNA-Komplexe fuhren zur Expression des 
Reportergens in beinahe 100 % der Hepatozyten 
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Urn die Effizienz des Transportsystems in 
Maushepatozyten BNL CL.2 zu testen, wurden die Zellen 
mit dem B-Galaktosidase-Reportergen transfiziert. Fig. 
34 zeigt den B-Galaktosidase-Assay nach a) 
Transf err inf ektion in Gegenwart von Chloroquin, b) 
Trans f errinf ektion in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 und c) Transf ektion mit ternaren Adenovirus 
( dl312 )-Polylysin-Transf errin-DNA-Komplexen. In 
Abwesenheit von Adenovirus exprimieren nach 
Standardtransferrinfektion nur wenige Zellen das 
Reportergen. Der Prozentsatz der Transf ektion betragt 
weniger als 0.1 %. Wenn Chloroquin mitverwendet wird, 
wird der Prozentsatz auf ca. 0.2 % gesteigert (Fig. 
34A). Mit freiem Adenovirus exprimieren ca. 5-10 % der 
Zellen das Reportergen (Fig. 34B ) , wahrend die ternaren 
Komplexe mit Transglutaminase-modif iziertem Virus zur 
Expression in den meisten, wenn nicht alien Zellen 
fiihren ( Fig . 34C ) . Da die ternaren Komplexe bei hoher 
Verdunnung verwendet werden konnen, entsteht der bei 
hohen Dosen von freiem ( inaktiviertem ) Adenovirus 
beobachtete toxische Effekt fur gewdhnlich nicht. Es 
ist jedoch zu beachten, . daS bei Verwendung der ternaren 
Komplexe in hoher Konzentration, urn 100 % der 
Gewebekulturzellen zu erreichen, ein ahnlicher 
toxischer Effekt bemerkbar wird. Die toxischen 
Wirkungen konnen ihre Ursache in restlicher viraler 
Genaktivitat oder in den endosomolytischen 
Eigenschaf ten des zugesetzten Virus haben, Oder sie 
sind einfach eine Folge der sehr hohen Expression des 
transf izierten Gens. 

d) Die Expression eines transf izierten Reportergens 
ist transient, halt aber in nicht-teilenden 
Hepatozyten wochenlang an 
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Temare Transportkomplexe (pLAdenoV/TfpL) warden mit 
Polylysin-Adenovirus und mit modif iziertem Adenovirus, 
das duroh Reaktion mit Psoralen weiter inaktiviert 
worden war, hergestellt. Eine zu 2/3 konfluente 
Hepatozyten-Zellkultur wurde wie in dem in Fig. 34B 
dargestellten Experiment mit dem Luciferase- 
Reportergenplasmid pCMVL transfiziert und die 
Luciferaseaktivitat zu verschiedenen Zeitpunkten 
gemessen. Wie aus Fig. 35 ersichtlich ist, war die 
Luciferaseaktivitat nach 3 Tagen, als die 
Hepatozytenzellkultur konfluent wurde und die Zellen 
aufhorten, sich zu teilen, am hochsten. Die Expression 
des Reportergens hielt in der sich nicht teilenden 
Zellkultur an, ohne daB eine Selektion auf die 
Erhaltung des Gens angewendet wurde und dauerte 
mindestens 6 Woohen lang an, insbesondere wenn 
Psoralen-inaktiviertes Adenovirus ftir die Bildung der 
ternaren Komplexe verwendet wurde. 

Beispiel 24 

Verwendung des HOnner-Adenovirus CELO zur Verstarkung 
des DNA-Transports in humane Zellen 

in diesem Beispiel wurde das HOnner-Adenovirus CELO auf 
seine Eignung zur Verstarkung des DNA-Transf ers in 
humane HeLa-Zellen analog zu den vorangegangenen 
Beispielen, die das humane Adenovirus Typ 5 verwenden, 
getestet. 

Es wurde das HOhner- Adenovirus CELO (Stamm Phelps, 
Serotyp FAV -i,7, Huhnernierenzellpassage) verwendet. 
Das Virus (2 ml) wurde durch eine PD-10 
Gelfiltrationssaule, eguilibriert mit 20 mM HEPES pH 
7.3, 150 mM NaCl (HBS) + 10 % Glyzerin, und 2 ml des 
Eluats warden mit 20 ul 1 mM NHS-LC-Biotin (Pierce) 3 h 
lang bei Raumtemperatur reagieren gelassen. Das 
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biotinylierte Virus wurde daraufhin gegen 3 x 300 ml 
HBS + 40 % Glyzerin bei 4°C dialysiert und in Aliquot s 
bei -70 °C gelagert. 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden in 
2 ml DMEM + 2 % FCS mit 6 ug des Plasmids pCMVL, 
komplexiert mit Polylysin( pLys ) - Oder Transferrin- 
Polylysin( Tf pL ) -Mischungen in 500 ul HBS inkubiert (die 
Komplexe wurden 30 min bei Raumtemperatur 
vorinkubiert ) . Die Proben wurden daraufhin in Gegenwart 
der in Fig. 36 angegebenen Virusmengen zu den Zellen 
gegeben. Bei den Proben, die biotinyliertes CELO-Virus 
enthielten, wurde die angegebene Menge an Virus mit der 
angegebenen Menge von Streptavidin-Polylysin (StrpL) in 
200 ul HBS 30 min lang bei Raumtemperatur vorinkubiert, 
bevor 6 ug des Plasmids pCMVL in 100 ul HBS beigegeben 
wurden. Nach einer 30 minutigen Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die angegebene Menge an TfpL- 
Material bei 37 °C zu den Zellen gegeben. 2 h spater 
wurden 5 ml DMEM + 10 % FCS den Zellen beigegeben und 
24 h spater die Zellen geerntet und fur den 
Luciferaseassay vorbereitet. 

Wie _sich aus. Fig.. __36 _ergibt ,__ verstarkte das CELO-Virus 
in freier Form den DNA-Transport in HeLa-Zellen 
(Spalten 1-6). Wenn jedoch das CELO-Virus mit Biotin 
modifiziert und in einem Komplex mit Streptavidin 
enthalten war, zeigte sich, daB das Virus sowohl mit 
als auch ohne zusatzliches Transf errin-Polylysin den 
DNA- Transfer in einem mit mittels humanem Adenovirus 
dl312 erreichtem vergleichbaren AusmaB verstarkt wird. 
Die spezielle Linie von HeLa-Zellen zeigt eine hone 
Bindungskapazitat fur Polylysin/DNA-Komplexe in 
Abwesenheit von Transferrin (vgl. die 

Luciferaseaktivitat der Proben 1 und 4 in Fig. 36). Es 
ist daher der EinschluB des CELO-Virus in einem 
Polylysin-DNA-Komplex ausreichend, die Aufnahme des 
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Komplexes zu bewirken. 
Beispiel 25 

Transfektion von Myoblasten 

a) Transfektion von Myoblasten und Myotuben mit 

DNA/Transferrin-Polylysin-Komplexen in Gegenwart 
von freiem Adenovirus und in Gegenwart von 
Biotin/Streptavidin-gekoppelten Adenovirus 

C2C12 Myoblasten (Blau e* el., 1985; ATCC Nr.: CRL 
1772) und G8-Myoblasten (ATCC Nr.: CRL 1456) wurden in 
"high glucose DMEM" + 10 % FCS Myoblastenkulturen 
wurden bei Subkonfluenz mit ca. 5 xl05 Zellen pro 6 cm 
Schale transfiziert. Myotubenkulturen wurden 
hergestellt, indem Myoblasten in 6 cm Schalen 
ausplattiert wurden (ca. 5 * 105 Zellen pro Schale) und 
das Medium gegen "high glucose DMEM" - 2 % Pferdeserum 
ausgetauscht wurde, als die Zellen Konfluenz erreichten 
(Barr und Leiden, 1991; Dhawan et al., 1991). Die 
Transfektionen der Myotuben wurden 5 bis 7 Tage spater 
durchgefuhrt. Die Trans fektionskomplexe wurden 
hergestellt, wie in Beispiel 19 beschrieben, wobei die 
angegebenen Mengen an TfpL, StrpL und biotinyliertes 
Adenovirus dl312 verwendet wurden. Die Zellen wurden 20 
h nach dex Transfektion geerntet und die 
Luciferaseaktivitat gemessen. Die in Fig. 37 angegebene 
Luciferaseaktivitat bezieht sich auf die gesamte 
Zellprobe. Es zeigte sich, daB sowohl Myoblasten- als 
auch Myotubenkulturen mit hoher Effizienz transfiziert 
werden konnten. Nach Dif ferenzierung zu Myotuben fiel 
die Transfektionseffizienz weniger als 1 log (C2C12) ab 
oder zeigte keine signifikante Abnahme (G8). Die 
Bildung von Myotuben ereignete sich bei der G8-Zellinie 
bei einer geringeren Frequenz, was zum Tail far das 
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Fehlen einer nachweisbaren Abnahme der 
Leistungsf ahigkeit in der dif f erenzierten Kultur 
verantwortlich sein konnte. Die Rolle der 
Wechselwirkung zwischen Transferrin und dem 
Transferrinrezeptor im DNA-Transport in diesen Zelltyp 
war nicht wesentlich. In alien vier Zellpraparationen 
fand nur schwacher DNA-Transport unter Verwendung von 
Tf pL/DNA-Komplexen in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 statt (Spalten 1, 4, 7, 10). Bei Verwendung des 
gekoppelten Virus wurde die Leistungsf ahigkeit der 
Transfektion verstarkt (Spalten 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 
12). Beim Vergleich des mit Kombinations-Komplexen, 
enthaltend nur Virus und Polylysin/StrpL, erreichten 
Gentransfers mit den Ergebnissen, die mit Komplexen 
erhalten wurden, die Transf errin-Polylysin 
miteinschlieSen, ergab sich eine Zunahme der 
Leistungsf ahigkeit urn weniger als 1 log (vgl. z.B. Spur 
2, kein Transferrin, mit Spur 3, Transferrin). Die 
geringe Transfektion mit freiem Virus und die starke 
Transfektion mit gekoppelten Viruskomplexen sowohl in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von Transf errin- 
Polylysin lassen vermuten, daS das Adenovirus bei 

diesen_ Zellen als„Ligand ..dient. und„dafi ohne_Kopplung 

das freie Virus in die Zellen zwar eindringen mag, 
jedoch der TfpL/DNA-Komplex nicht in produktivem AusmaS 
eintritt (die in diesem Beispiel verwendete pCMVL-DNA 
ist in der Figur mit pCLuc bezeichnet ) . 

b) Histochemische Analyse der 

Trans fektionshauf igkeit in Myotuben 

C2C12 Myotubenkulturen ( wie die Myoblasten in 6 cm 
Schalen ausgesat, 5 x 105 Zellen, dif f erenziert in 
Myotuben) wurden hergestellt, wie in a) beschrieben. 
Bei den Proben mit freiem Virus wurde pCMVB-gal DNA ( 6 
ug) mit 8 ug Tf pL in Gegenwart von 500 pi HBS 
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komplexiert und den Zellen in Gegenwart von 18 pi 
Adenovirus dl312 (1 x lO" Viruspartikel pro ml) xn 2 
ml DMEM/2 % FCS beigegeben. Die Proben mit gekoppeltem 
Virus wurden mit pCMVLacz DNA ( 6 pg), komplexiert mit 
7 ug TfpL und 800 ng StrpL + 18 pi biotinyliertem 
Adenovirus dl312 (1 x 1012 viren pro ml) in 500 pi HBS, 
hergestellt und den Zellen in 2 ml DMEM/2 % FCS 
beigegeben. Nach einer Inkubation von 24 h wurden dxe 
Zellen, wie in Beispiel 15 beschrieben, zur Bestimmung 
der B-Galaktosidaseaktivitat gefarbt. 

Die B-Galaktosidase-Farbemuster waren im Einklang mit 
den Ergebnissen der Transf ektionen, bei denen 
Lucif erase als Reportergenprodukt (siehe a)) verwendet 
wurde. In Myotubenkulturen wurde sehr niedrige 
Genexpression erhalten, wenn freies Virus verwendet 
wurde, wahrend die Verbindung von Virus und DNA exn 
hohes Genexpressionsniveau ergibt. Das Vorhandensein 
von blaugefarbten vielkemigen Tubuli zeigte den 
erfolgreichen Transfer eines Gens in diese 
differenzierten Zellen in Gegenwart von freiem 
Adenovirus an. 

c) Transfer von DNA in primare Maus-Myoblasten- und 
Maus -Myotubenkulturen 

Die groBen Skelettmuskel von den beiden Hinterbeinen 
einer 4 Wochen alten mannlichen C57B1/6 Maus wurden 
steril in PBS isoliert und in ca. 5 mm Stiicke 
zerkleinert. Das Gewebe wurde in 20 ml PBS suspendiert, 
ca. 2 Bin absetzen gelassen und der Uberstand 
abgesaugt. Dieses Waschen wurde 3 mal wiederholt. Das 
Gewebe wurde daraufhin mit 3.5 ml PBS plus 0 . 5 ml 
Trypsin/EDTA, 0.5 ml 1 % (Gew./Vol.) Kollagenase, Typ 2 
Sigma und 0.5 ml 1 % BSA (Fraktion V in 4 mM CaCl 2 ) 
gemischt und bei 37'C 30 min lang unter haufigem 
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vorsichtigen Ruhren inkubieren gelassen. Am Ende der 30 
minutigen Inkubation wurde das restliche Gewebe 
absetzen gelassen, der Uberstand entfernt und mit 5 ml 
DMEM + 20 % FCS gemischt- Die Inkubation mit Protease 
wurde 3-4 mal wiederholt, bis das Gewebe vollstandig 
dispergiert war. Die Zellsuspension wurde daraufhin 
durch ein Zellsieb ( Falcon ) geschickt , urn Aggregate und 
Gewebsf ragmente zu entfernen, und bei 500 x g 15 min 
lang zentrif ugiert . Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM 
+ 20 % FCS resuspendiert und die Fibroblasten entfernt, 
indem die Zellen 60 min lang auf einer unbedeckten 
Gewebekulturschale mit 15 cm Durchmesser plattiert 
wurden. Die nicht haftenden Zellen . wurden dann 
vorsichtig entfernt und auf fiinf Laminin-beschichtete 
10 cm Gewebekulturschalen mit 15 ml DMEM + 20 % FCS pro 
Schale plattiert. Nach Erreichen der Konfluenz (ca. 1 
Woche spater) wurden die Zellen trypsiniert und zu ca. 
1 x 106 Zellen pro Schale auf Laminin-beschichtete 6 cm . 
Schalen replattiert. Urn Myotubenkul turen zu bilden, 
wurde ca. 5 Tage spater (als die Zellen Konfluenz 
erreicht hatten) das Medium gegen DMEM + 2 % 
Pferdeserum gewechselt, und eine Woche spa\ter wurden 
Transf ektionen durchgef uhrt . Die Transfektion der. 
Myoblastenkulturen wurde in 6 cm Schalen bei ca. 80 % 
Konfluenz vorgenommen. Die Laminin-beschichteten 
Zellkulturplatten wurden wie folgt hergestellt: 
Zellkulturschalen wurden mit 0.025 mg/ml Polylysin (MG 
30.000 - 70.000, Sigma) in sterilem Wasser 30 min lang 
bei Raumtemperatur beschichtet. Die Platten wurden 3 x 
mit sterilem Wasser gespiilt und luf tgetrocknet . Dann 
wurden die Platten mit 8 ug/ml Laminin (EHS, Sigma) in 
Wasser liber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Die 
Platten wurden dann 3 x vor dem Aussaen der Zellen 
gewaschen. 

Die fur die Transfektion verwendeten DNA-Komplexe 
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wurden hergestellt, indem die angegebene Menge 
Psoralen/UV-inaktiviertes biotinyliertes Adenovirus 
dl312 (hergestellt vie in Beispiel 19) in 150 ul HBS 
verdunnt, 1 ug StrpL in 150 ul HBS zugegeben und 
anschlieBend 30 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. 
Daraufhin wurde jeder Probe HBS (100 ul ) , enthaltend 6 
ug pCMVL (in der Fig. pCLuc bezeichnet), beigegeben und 
weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
AbschlieBend wurden jeder Probe 7 ug TfpL in 100 ul HBS 
beigegeben, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
dann entweder den Myoblasten- oder Myotubenkulturen in 
6 cm Schalen, enthaltend 2 ml DMEM + 2 % FCS, 
zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurde das 
Medium durch 5 ml DMEM + 20 % FCS (Myoblasten) bzw. 
DMEM + 2 % Pferdeserum (Myotuben) ersetzt und die 
zellen 48 h spater fur die Luciferaseanalyse geemtet. 
Die Luciferaseaktivitat der gesamten Zellprobe ist m 
Fig. 38 dargestellt. 

Beispiel 26 

Verbesserung des Transfers mittels CELO-Virus in 
Myoblasten unter Verwendung eines Lectin-Liganden 

a) vergleichende Analyse von Adenovirus dl312 und 
CELO-Virus in HeLa-Zellen und C2C12-Myoblasten 

Proben von entweder HeLa-Zellen oder C2C12-Myobla S ten 
(5 x 105 zellen pro 6 cm Schale) wurden mit 6 ug pCMVL 
(in der Fig. mit pCLuc bezeichnet), komplexiert mit 1 
ug StrpL/7 ug TfpL plus 5 ul biotinyliertes Adenovirus 
dl312 (siehe Beispiel 19, 1 x lO" Partikel pro ml), 
Oder 18 ul biotinyliertes CELO-Virus (siehe Beispiel 
24 0 3 x 1012 Partiel pro ml) transf iziert. Nach 20 
stundiger Inkubation wurden die Zellen geerntet und fur 
die Luciferaseaktivitatsmessung vorbereitet. Fig. 39 
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zeigt die erhaltene Lucif eraseaktivitat von jeder 
gesamten Zellprobe . 

Die Transfektion in HeLa-Zellen wurde unter Verwendung 
von human- Adenovirus dl312/StrpL/Tf pL/DNA-Komplexen, 
die in die Zellen entweder iiber den Adenovirus -Rezeptor 
oder den Transf errin-Rezeptor eintreten konnen, Oder 
von CELO-Virus/StrpL/TfpL/DNA-Komplexen, die iiber den 
Transf errin-Rezeptor eintreten konnen, mit 
vergleichbarer Effizienz durchgef iihrt . Wahrend jedoch 
der Transfer von DNA in C2C12-Myoblasten mit Adenovirus 
dl312-Komplexen effizient durchgef uhrt werden konnte, 
funktionierten Komplexe mit CELO-Viren in diesen Zellen 
schlecht. Fruhere Beispiele haben gezeigt, daS der 
Transf errin-Rezeptor beim Transport von Kombinations- 
Komplexen in diese Zellen nur eine geringe Rolle 
spielt; vermutlich ist der Adenovirus -Rezeptor die 
Haupteintrittsstelle. Die schwache Aktivitat des CELO- 
Virus in Myoblasten durfte also auf eine schwache 
Bindung sowohl des CELO-Virus als auch von Transferrin 
an die C2C12-Myoblasten zuriickzuf uhren sein. 

" b) Verbesserung der Transfektion von C2C12-Myoblasten- 
mit CELO-Virus unter Verwendung von 
Weizenkeimagglutinin als Ligand 

Aufgrund des schwachen Transports, der in a) erhalten 
wurde, wurde ein neuer Ligand als Ersatz fur 
Transferrin ausgewahlt, namlich biotinyliertes 
Weizenkeimagglutinin (2-4 Mol Biotin pro Mol Protein; 
Boehringer Mannheim)* Biotinyliertes CELO-Virus wurde 
hergestellt, wie bereits beschrieben. Komplexe, 
enthaltend 6 ug pCMVL plus die angegebenen Mengen 
StrpL, TfpL, biotinyliertes Weizenkeinagglutinin (WGA- 
B) und CELO-Virus wurden wie folgt hergestellt: Virus 
und WGA wurden zusammen in 150 pi HBS verdiinnt . StrpL 
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wurde ebenso in 150 pi HBS verdiinnt, die beiden 
Losungen wurden gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die DNA, verdunnt in 100 pi HBS, wurde der 
StrpL/Virus/WGA-Losung zugegeben, gefolgt von exner 
weiteren 30 mimitigen Inkubation bei Raumtemperatur . 
AbschlieBend wurde TfpL in 100 pi HBS der Mischung 
hinzugefiigt und die Probe erneut 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Komplexe wurden den 
C2C12-Myoblasten (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) xn 2 
ml DMEM + 2 % FCS beigegeben. Eine Stunde spater wurden 
5 ml DMEM + 10 % FCS den Zellen hinzugefiigt und 20 h 
spater die Zellen fur die Lucif eraseaktivitatsmessung 
prapariert. Die Aktivitat ( Lichteinheiten ) in jeder 
Gesamtzellprobe ist in Fig. 40 dargestellt (die xn 
diesem Beispiel verwendete DNA war pCMVL, in der Fig. 
pCLuc bezeiclmet ) . 

in Abwesenheit von Virus wurde sehr schwacber DNA- 
Transfer sowohl mit als auoh ohne WGA erhalten (Spalten 
1 6) MaBiger Transfer wurde mit gekoppeltem CELO- 
virus erhalten (Spur 2 ) . es wurde jedoch eine 16fache 
Zunahme erhalten, wenn WGA-B im Komplex enthalten war. 
Die Erhbhung der WGA-Menge im Komplex (von 1 pg au£ 5 
pg) ergab eine leichte Abnahme im Transfer (vgl. 
Spalten 3 und 4), wahrend die Erhohung des Gehaltes an 
StrpL im Komplex (von 1 pg auf 2 pg) den Transfer 
leicht steigerte. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB 
WGA-B als Ligand den Transport von DNA in C2C12-Zellen 
mittels CELO-Viren verstarkt. 

d) Expression von Faktor VIII in C2C12-Myoblasten- 
und Myotubenkulturen 

Die Myoblasten- und Myotubenkulturen wurden 
hergestellt, wie oben bescnrieben. Trans fektionen 
wurden unter Verwendung von 6 pg eines Plasmids, 
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ervthaltend eine full length Faktor VIII cDNA (Wood et 
al., 1984; Eaton et al., 1986) und komplexiert gemaB 
der ublichen Komplexbildungsvorschrif t mit 5 oder 15 ul 
biotinyliertem Adenovirus (wie angegeben) plus 0.5 oder 
?■ 1 ug strpL und 7 oder 6 pg TfpL, durchgef iihrt . 

Die DNA/Viruskomplexe wurden auf die Zellen in 2 % 
FCS/DMEM aufgebracht. Nach einer 4 stundigen Inkubation 
bei 37 °C wurden 3 ml frisches DMEM + 10 % FCS jeder 
Schale beigegeben. 18 h spater wurde das Medium 
geerntet und unter Verwendung eines COATEST (KABI, 
Pharmacia) Testsystems mit einem internationalen 
Standard als Referenz auf das Vorhandensein von Faktor 
VIII unter sucht. Die Faktor VIII Mengen wurden als 
mUnits, gebildet in 24 h pro 1 x 106 Zellen, 
auf getragen ( Fig . 41 ) . 

Beispiel 27 

Verwendung von Adenovirus -Protein fur den DNA-Transport 

Adenovirus (Wildtyp 300) wurde in HeLa-Zellen 

geziichtet, gereinigt und,- wie fur Adenovirus dl3 12 

beschrieben, biotinyliert . 1 . 2 ml des Virus wurde gegen 
3 x 300 ml 5 mM MES ( 2- ( N-Morpholino )ethansulf onsaure ) , 
1 mM EDTA pH 6.25, 4°C, 18 h lang dialysiert. Das 
Material wurde daraufhin 30 min lang bei 27 K in einem 
SW60-Rotor zentrifugiert . Der Uberstand wurde 
vorsichtig entfernt, das Pellet in HBS/40 % Glyzerin 
resuspendiert. HEPES, pH 7 . 4 und NaCl wurden dem 
Uberstand zu 20 mM und 150 mM zugegeben und sowohl die 
Pellet- (enthaltend die viralen Core-Proteine und die 
Hauptmenge des Hexonkapsids; in Fig. 42 "core") als 
auch die Uberstandf raktionen (enthaltend die Vertices; 
in Fig. 42 "vertices") auf ihre DNA-Transportaktivitat 
in Movl3 Mausf ibroblasten (Strauss und Jaenisch, 1992) 
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Oder HeLa-Zellen untersucht. 

Die Komplexbildung mit DNA wurde wie folgt 
durchgefiihrt: die angegebenen Mengen jeder Fraktion, 
aufgebrochenes Virus vor dem Zentrif ugieren Oder 
intaktes Virus (ausgedriickt als pg Protein, wie mit 
einem Bradford-Assay bestimmt) wurden in 300 pi HBS 
verdunnt. Streptavidin-Polylysin (3 pg in 50 pi HBS) 
wurde daraufhin zugegeben, gefolgt von 30 miniitiger 
Inkubation bei Raumtemperatur . 6 pg pCMVL, in der Fig. 
■■pCLuc" bezeichnet, wurden in 100 pi HBS verdunnt und 
fur eine 30 minutige Inkubation zur ersten LOsung 
hinzugeftigt. AbschlieBend wurden 2 pg TfpL in 100 pi 
HBS beigegeben, gefolgt von einer weiteren 30 minutigen 
inkubation. In den Proben, die nur mit TfpL hergestellt 
wurden, wurden 8 pg TfpL in 170 pi HBS mit 6 pg pCMVL 
in 330 pi HBS 30 min bei Raumtemperatur gemischt. Die 
angegebenen Mengen Virusprotein wurden in 300 pi HBS 
verdunnt und dann zu den Tf pL/DNA— Komplexen gegeben. 
Alle Proben wurden dann fur eine Stunde zu 5 x 105 
Zellen in eine 6 cm Schale, enthaltend 2 ml DMEM/10 % 
FCS (entweder HeLa-Zellen oder Movl3-Fibroblasten) , 
gegeben. Dann wurden 5 ml frisches Medium, enthaltend 
10 % FCS, zugegeben und die Zellen 20 h spater fur die 
Luciferaseaktivitat prapariert. Die erhaltene 
Luciferaseaktivitat (in Lichteinheiten ) ist in Fig. 42 
sowohl fiir HeLa-Zellen (Tafel A) oder Movl3- 
Fibroblasten (Tafel B) dargestellt. 

Bei beiden Zelltypen fand eine dosisabhangige Zunahme 
der DNA-Transferaktivitat in Verbindung mit der 
Vertexfraktion (Proben 4-6 in beiden Tafeln) statt. 
wenn dieselbe Menge an biotinyliertem Virusprotein in 
TfpL/DNA-Komplexen ohne Streptavidin-Polylysin 
enthalten war, wurde ein DNA-Transport nahe 
Untergrundwerten (Probe 3 auf jeder Tafel) beobachtet. 
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Beispiel 28 

Verstarkter Gentransfer bei Verwendung ternarer DNA- 
Komplexe, enthaltend ein Galaktose-Ligendenkonjugat 

a) Ternare Komplexe, enthaltend ein Inf luenzapeptid- 
Kon j ugat 

Die Beispiele 13 und 14 haben gezeigt, daS Polylysin- 
konjugierte Peptide, die Sequenzen, abgeleitet vom N- 
Terminus der Inf luenzavirus-Hamagglutinin HA-2- 
Untereinheit , enthalten, in DNA/Transf errin-Polylysin- 
Komplexen den Gentransfer mittels Transf errin-Polylysin 
wesentlich steigern. 

Es wurden ahnliche DNA-Kombinat ions -Komplexe, 
enthaltend das tetra-antennare Galaktose-Ligand- 
Polylysin-Konjugat und das Polylysin-modif izierte 
Inf luenzapeptid (hergestellt wie in Beispiel 6 bzw. 
13), hergestellt, indem das Liganden-Polylysin-Konjugat 
zur Plasmid-DNA pCMVL gegeben wurde, urn die Halfte der 

DNA-Ladung--zu-neutralisieren,— und der— Rest -der- Ladung- 

verwendet wurde, um die Komplexe mit Inf luenzapeptid- 
Polylysin-Konjugat zu beladen. Der Transport dieser 
DNA-Komplexe, die den synthetischen Liganden (gal) 4 
enthielten, zu BNL CL.2 Hepatozyten (die Transf ektionen 
wurden durchgef uhrt , wie in Beispiel 6g ) beschrieben ) 
ergab eine Lucif erasegenexpression (Fig. 43), die 
signifikant hoher war als die mit Transferrin als 
Ligand erhaltene Expression. Die Expression war mehr 
als 500 mal hoher als die Expression, die in 
Kontrollexperimenten mit DNA-Komplexen ohne 
Inf luenzapeptide, aber mit derselben Menge an Poly ly sin 
(Fig. 43) erhalten wurde. Die mit den DNA-Kombinations- 
Komplexen erhaltene Aktivitat war auch ca. 30 mal hoher 
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als mit DNA/(gal)4pL-Komplexen, mit denen die Zellen in 
Gegenwar* von Chloroguin inkubiert wurden. 

b) Temare Komplexe, enthaltend Adeno virus -Konjugat 

Die Komplexe wurden wie folgt hergestellt: 
biotinyliertes Adenovirus dl312 (hergestellt wie in 
Beispiel 19; 2 pi, 6 pi Oder 18 pi; 1012 Partikel pro 
ml) in 50 ul HBS wurden mit Streptavidin-Polylysxn (100 
ng, 160 ng Oder 480 ng) in 100 pi HBS gemischt. Nach 
einer Inkubation von 30 min wurde eine Losung von 6 pg 
pCMVL in 200 pi HBS und nach weiteren 30 min eine 
L6sung von 3.8 pg (gal)4pL (hergestellt wie in Beispiel 
6) Oder 7 pg TfpL in 150 pi HBS zugegeben. Die DNA- 
Komplexlosungen wurden zu je 300.000 Zellen (ATCC 
TIB73, ATCC TIB74, ATCC TIB75, ATCC TIB76 ) , gezuchtet 
in 6 cm Schalen in "high glucose DMEM" + 2 % FCS, 
gegeben. Die folgenden zellkulturverfahrensschritte und 
die Luciferaseassays wurden durchgef tihrt , wie in den 
vorangegangenen Beispielen beschrieben, es wurden die 
in Fig. 44 gezeigten Genexpressionswerte (nach 24 h) 
erhalten . 

Beispiel 29 

Gentransfer in B-lymphoblastoide B-Zellen 

Human-lg- und anti-human- Ig-Polylysin-Kon jugate wurden 
wie folgt hergestellt, wobei die Kopplung analog 
literaturbekannten Methoden durch Einfuhrung von 
DisulfidbrUcken nach Modif izierung mit Succinimidyl- 
Pyridyldithio-propionat (SPDP, Jung et al., 1981) 
durchgef tihrt wurde: 

a) Herstellung von anti-human-lg-Polylysin 300- 
Konjugaten 
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Eine Losung von 2 mg Ziegen-anti-human-Ig (Southern 
Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) in 
HBS (150 M NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.8) wurde mit 14 ul 
5 mM ethanolischer Losung von SPDP (Pharmacia) 
versetzt. Nach 10 h bei Raumtemperatur wurde uber eine 
Gelsaule Sephadex G 25 filtiert ( Eluens 100 mM HEPES - 
Puffer pH 7.3), wobei 1.3 mg anti-human- Ig , modifiziert 
mit 30 nMol Pyridyldithiopropionatresten , erhalten 
wurden. Poly(L)lysin 300 ( durchschnittlicher 
Polymerisationsgrad von 300 Lysinresten (Sigma)), wurde 
analog mit SPDP modifiziert und durch Behandlung mit 
Dithiothreitol und nachf olgender Gelf iltration in die 
mit freien Mercaptogruppen modifizierte Form gebracht. 
Eine Losung von 12 nMol Polylysin 300, modifiziert mit 
29 nMol Mercaptogruppen, in 0.3 ml HBS wurde unter 
Sauerstof f ausschluB mit oben angefuhrtem modif iziertem 
anti-human-Ig gemischt und uber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
0.6 M NaCl gebracht. Die Isolierung der Kon jugate 
erfolgte durch ionenaustauschchromatographie 
( Pharmacia, Mono- S HR 5/5 ) ; - nach Dialyse -gegen 25 mM 
HEPES pH 7.3 wurden entsprechende Konjugate, bestehend 
aus 0.33 mg anti-human-Ig, modifiziert mit 4 nMol 
Polylysin 300 erhalten (molares Verhaltnis 1:2). 

b) Herstellung von human-IgG-Polylysin 300-Konjugaten 

Eine Losung von 19.5 mg (122 nMol) Antikorper (Sigma I- 
4506 ) in 2 ml HBS wurde mit 39 ul 10 mM ethanolischer 
Losung von Succinimidyl-Pyridyldithio-propionat (SPDP, 
Pharmacia) versetzt. Nach 2.5 h bei Raumtemperatur 
wurde uber eine Gelsaule Sephadex G 25 filtriert 
(Eluens 100 mM HEPES-Puffer pH 7.9), wobei 19 mg (119 
nMol) human-IgG, modifiziert mit 252 nMol 



ERSATZBLATT 

BNSOOCID: <WO 9307283A1_L> 



P/EP92/02234 

WO 93/07283 



152 



Pyxidyldithiopropionatresten, erhalten wurden. 
Poly(L)lysin 300 (durchschnittlicher 

Polymerisationsgrad von 300 Lysinresten; Sigma) wurde 
analog mit SPDP modifiziert und durch Behandlung mit 
Dithiothreitol und nachf olgender Gelf iltration in die 
mit freien Mercaptogruppen modif izierte Form gebracht. 
Eine Lesung von 119 nMol Polylysin 300, modifiziert .it 
282 nMol Mercaptogruppen, in 1 ml HBS wurde unter 
SauerstoffausschluS mit oben angefuhrtem modif iziertem 
human-IgG gemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch 
Zugabe von 5 N NaCl auf einen Gehalt von ca. 0.6 M NaCl 
gebracht. Die Isolierung der Konjugate erfolgte durch 
lonenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 50 mM 
HEPES P H 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); nach 
Dialyse gegen HBS pH 7.3 wurden entsprechende 
Konjugate, bestehend aus 9 mg (57 nMol) AntikSrper, 
modif iziert mit 90 nMol Polylysin 300 erhalten (molares 
Verhaltnis 1:1.6). 

c) Komplexbildung und Trans fekt ion 

Die Komplexe wurden wie folgt hergestellt: 
biotinyliertes Adenovirus d!312 (30 ul; 10" Partikel 
pro ml) in 50 ul HBS wurden mit Streptavidin-Polylysxn 
(80O ng) in 100 pi HBS gemischt; nach 30 minutiger 
Inkubation wurde eine L6sung von 9 ug pCMVL in 200 ul 
HBS beigegeben. Nach weiteren 30 min wurde eine Losung 
von 5.1 ug polylysin ( P Lys450), 10.2 ug TfpL, 12 ug 
human-IgG-Polylysin-Konjugat Oder 10 ug anti-human-Ig- 
Polylysin-Konjugat in 150 ul HBS zugegeben. Die DNA- 
Komplexe wurden zu Je 106 B-lymphoblastoiden Zellen 
gegeben (die Zellen wurden aus humanen peripheren 
mononuklearen Blutzellen durch Immortalisieren mit 
Epstein Barr Virus, wie von Walls und Crawford, 1989, 
beschrieben, . erhalten und in Platten mit 24 
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Vertiefungen in 1 ml RPMI 1640 + 2 % FCS geziichtet). 
Der weitere Vorgang der Zellkultur und die 
Lucif eraseassays wurden durchgefiihrt wie fur die 
vorangegangenen Beispiele beschrieben. Die erhaltenen 
Genexpressionswerte ( Lucif eraseaktivitat in 
Lichteinheiten ) ist in Fig. 45 dargestellt. 

Beispiel 30 

DNA-Transport mit Transf errin-Polylysin in Gegenwart 
von freiem und konjugiertem Rhinovirus 

a) Rhinovirus HRV-2 Praparationen 

Rhinovirus HRV-2 wurde hergestellt und gereinigt, wie 
von Skern et al . , 1984, beschrieben. 

Eine 400 ul Losung von Rhinovirus (ca. 30 ug ) in HBS 
(150 mM NaCl/5 mM HEPES pH 7.9)/10 % Glyzerin wurde mit 
10 nMol NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) behandelt. Nach 3 
stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Virus 
durch ausgedehnte Dialyse gegen HBS/40 % Glyzerin bei 
4°C von nicht eingebautem Biotin getrennt. . -_ 

Lichtempf indliches Rhinovirus, hergestellt durch 
Ziichtung des Virus in Gegenwart von Acridinorange, 
wurde, wie von Madshus et al., 1984, beschrieben, 
inaktiviert . 

b) Herstellung von DNA-Komplexen und Transf ektionen 
i) Transf errin-Polylysin/DNA-Komplexe wurden 
hergestellt, indem eine Losung von 6 pg Plasmid-DNA 
pCMVL in 330 ul HBS (150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) 
mit einer Losung von 8 ug TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt wurde. Die DNA-Komplexe wurden mit 1.5 ml 
Medium (DMEM + 2 % FCS) und mit 0.14 ug bis 3.5 yg 
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Rhinovirus HRV-2 (Oder inaktiviertem HRV-2) gemischt. 
Die Mischung wurde auf NIH 3T3-Zellen aufgebracht 
(300.000 Zellen pro 6 cm Schale ) . 4 h spater wurde das 
Transfektionsmedium durch 4 ml frisches Medium (DMEM + 
10 % FCS) ersetzt. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet 
und auf Luciferaseaktivitat untersucht, wie frtiher 
beschrieben (Fig. 46A). 

ii) DNA-Kombinations-Komplexe, enthaltend Transferrin- 
Polylysin- und Rhinovirus-Polylysin-Konjugate wurden 
wie folgt hergestellt: eine 100 pi Losung von 
biotinyliertem Rhinovirus HRV-2 (3.5 ug ) in HBS wurde 
mit 1 ug StrpL in 100 ul HBS gemischt (die anderen 
Viruskonzentrationen wurden mit entsprechenden Anteilen 
gemischt). Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde die 
Losung mit 6 ug Plasmid-DNA in 150 ul HBS gemischt, 
weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und darauf 
mit 6 ug TfpL290 in 150 ul HBS gemischt. Die DNA- 
Komplexe wurden mit 1.5 ml Medium (DMEM + 2 % FCS ) 
gemischt und den NIH 3T3-Zellen (300.000 Zellen pro 
6 cm Schale) beigegeben. Die weitere Behandlung der 
Kuituren und der Lucif eraseassay wurden durchgefuhrt, 
wie in i) beschrieben (Fig. 46B). 

Beispiel 31 

Transfektion von HeLa-Zellen mit Kombinations- 
Komplexen, die ionisch gebundenes Adenovirus enthalten 

Komplexbildung A): Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, 
indem zuerst 30 ul Adenovirus dl312 (ca. 109 PFUs) mit 
1 ug Polylysin P Lys450 ( durchschnittliche Kettenlange 
450 Monomere) in 170 ul HBS gemischt und darauf hin nach 
30 min bei Raumtemperatur mit 6 ug pCMVL-DNA in 170 ul 
HBS versetzt wurden. Nach einer Inkubation von weiteren 
30 min Dauer wurden die Komplexe mit 9 ug TfpL190 in 
170 pi HBS gemischt. Ein Aliquot der Komplexmischung 
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(10 % - 50 pi Losung, 600 ng DNA; Oder 1 % = 5 pi 
Losung, 60 ng DNA) wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS 
verdunnt und 300.000 HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h 
wurden 2 ml DMEM + 20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 
24 h und Lucif eraseassay wurden wie ublich 
durchgefiihrt . Die Lucif eraseaktivitat entsprechend dem 
Gesamtextrakt betrug 29,115-000 Lichteinheiten ( im Fall 
von 600 ng DNA) und 1,090.000 Lichteinheiten ( im Fall 
von 60 ng DNA). 

Komplexbildung B) ( Kontrollexperiment ) : Die DNA- 
Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg pCMVL- 
DNA in 170 pi HBS mit 1 ug Polylysin pLys450 in 170 pi 
HBS und, nach 30 min bei Raumtemperatur, anschlieBend 
mit 9 pg TfpL190 in 170 pi HBS gemischt wurde. Nach 
einer Inkubation fiir weitere 30 min Dauer wurden die 
Komplexe mit 30 pi Adenovirus dl312 (ca. 10$ PFUs) 
versetzt. Ein Aliquot der Komplexmischung ( 10 % = 50 pi 
Losung, 600 ng DNA; oder 1 % = 5 pi Losung, 60 ng DNA) 
wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS verdunnt und 300.000 
HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h wurden 2 ml DMEM + 
20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 24 h und 

•„ _ Lucif eraseassay wurden- wie ublich durchgef iihrt -Die ■ — 

Lucif eraseaktivitat entsprechend dem Gesamtextrakt 
betrug 405.000 Lichteinheiten ( im Fall von 600 ng DNA) 
und 200 Lichteinheiten ( im Fall von 60 ng DNA). 

Beispiel 32 

Lokale Verabreichung von DNA/Adenovirus/Transf errin- 
Polylysin-Komplexen in die Leber von Ratten 

a). Direkte Injektion 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie enthielten 200 pi Adenovirus dl312, 
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6 4 pg Strepatvidin-Polylysin, 48 pg pCMVL und 48 pg 
TfpL290 in einem Gesamtvolumen von 2.000 pi HBS . Eine 
mannliche Sprague-Dawley Ratte ( KSrpergewicht 240 g) 
wurde mit Avertin anasthesiert und eine 4 cm lange 
Laparotomie durchgef Uhrt . Die Injektion der Komplexe 
erfolgte uber eine Zeitspanne von 2 min in den lxnken 
seitlichen Leberlappen. Danach wurde die 
Laparotomiewunde schichtweise verschlossen. Die Ratte 
wurde 48 h nach Injektion der Komplexe in 
Atheranasthesie getotet und die Lucif eraseexpression in 
verschiedenen Proben der Leber gemessen. Es zeigte sxch 
eine Lucif eraseaktivitat von 5.615 Lichteinheiten/mg 
Proteingehalt des Leberhomogenates im Bereich der 
Irrjektionsstelle; die Gesamtaktivitat betrug 370.600 
Lichteinheiten. In den von der Injektionsstelle 
entfernten Leberanteilen lieS sich keine 
Lucif eraseaktivitat messen. 

b) verabreichung der Komplexe uber das 
Gallengangsystem in die Leber 

Die Komplexe wurden wie folgt hergestellt: 200 pi 
biotinyliertes Adenovirus dl312, verdiinnt mit 200 pi 
HBS, wurden mit 6.4 pg Streptavidin-modif iziertem 
Polylysin in 400 pi HBS 30 min lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dann wurden 48 pg pCMVL in 800 pi HBS 
beigegeben. Nach 30 min Inkubation wurden 48 pg TfpL in 
900 pi HBS zugegeben. Fur die Anwendung der Komplexe 
wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten (250 g 
Karpergewicht ) mit Avertin anasthesiert und der Bauch 
mit einem Medianschnitt geoffnet. Der Darm wurde auf 
die linke Seite des Karpers gelegt und eine 27 G Nadel, 
die mit einem Schlauch und einer 1 ml Spritze verbunden 
war in den Gallengang eingefuhrt. Die Injektion der 
Komplexe dauerte 4 min. Dann wurde die Nadel aus dem 
Gallengang zuriickgezogen und die Injektionsstelle- mit 



RNSnoCin- <WO 9307283A1 I > 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



157 



PCT/EP92/02234 



einera Fibrinkleber ( Immuno ) versiegelt. Die Bauchwunde 
wurde mit NShten und Metal lklammern verschlossen . Nach 

* 30 h wurde die Ratte getotet und Proben von 

verschiedenen Leberlappen auf Lucif eraseexpression 

< untersucht. Der Spitzenwert der Lucif eraseaktivitat 

betrug 19.000 Lichteinheiten pro mg Protein; die 
berechnete Gesamtexpression in der ganzen Leber lag im 
Bereich von 2.7 x 10 6 Lichteinheiten. 

Beispiel 33 

Verabreichung von DNA/Adenovirus/Tf pL-Komplexen in die 
gestaute Schwanzvene von Mausen 

Die Komplexe wurden gebildet, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie bestanden aus 45 pi Adenovirus dl312, 
0.8 ug Streptavidin-Polylysin, 6 pg pCMVL und 24 ug 
inTfpL290 in einem Gesaititvolumen von 150 ul HBS. Die 
Komplexe wurden in die Schwanzvene einer mannlichen 
C3H/He Maus (Alter: 2 Monate) unter Anasthesie mit 
Avertin injiziert. Unmittelbar am Ende der Injektion 
wurde die Schwanzvene am proximalen und distalen 

Schwanzende-komprimiert ,_so -daB die_ Komplexlosung 

wahrend der Zeit der Komprimierung (25 min) in dem 
injizierten Schwanzvenenabschnitt zuriickgehalten wurde 
und nicht mit dem Blut ausgeschwemmt werden konnte- 
48 h nach der Injektion wurde die Maus durch zervikale 
Dislokation getotet und die injizierte Schwanzvene 
prapariert. Die Expression von Lucif erase wurde im 
J( Homogenat des Schwanzvenenabschnittes gemessen. Es 

ergab sich dabei eine Lucif eraseaktivitat von 2.600 
Lichteinheiten/ 3 cm Schwanzvene. 

Beispiel 34 

Transfektion von primaren humanen Melanomzellen 
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a) Transfektion mit Adenovirus-Polylysin/Transferrin- 
Polylysin-Kombinations-Komplexen 

Primare Melanomzellen wurden aus einem chirurgisch 
entfernten Melanom eines Patienten isoliert. Dazu wurde 
der Tumor mechanise* in RPMI 1640 Zellkulturmedium mit 
5 % FCS 2mM Glutamin und Antibiotikazusatz zerteilt und 
die Gewebs fragmente durch ein Stahlsieb gedriickt. 
Danach wurden die Tumorzellen mehrfach durch 
Zentrifugation und Resuspension gewaschen und in T25 
Zellkulturflaschen ausgesat. 24 h nach der Isolierung 
der Tumorzellen erfolgte die Transf ektion mit ternaren 
Komplexen bestehend aus: 3 pi, 9 pi oder 27 pi 
biotinylierten Adenovirus dl312 (Ik 10l2/ml), 0.5 M 
Streptavidin-Polylysin, 6 ug pCMVL und 7 ug TfpL290 ( im 
Ansatz mit 27 pi Adenovirus: 1 ug Streptavidin- 
Polylysin und 6 pg TfpL290) in einem Gesamtvolumen von 
500 pi HBS . 36 h nach der Transf ektion wurden die 
Zellen geemtet und die Luciferaseaktivitat 
(Lichteinheiten) gemessen (siehe Fig. 47; der obere 
Balken zeigt die Ergebnisse mit den Zellen in 
Suspension, der untere mit den anhaftenden Zellen). 

b) Transf ektion mit Adenovirus-Polylysin/Low Density 
Lipoprotein-Polylysin-Kombinations-Komplexen 

i) Herstellung der LDL-Polylysin-Konjugate 
Eine Lbsung von 10 mg (14.3 nmol) LDL (Low Density 
Lipoprotein, Sigma, L-2139, Molekulargewicht 3,500.000, 
Partikeldurchmesser ca. 26 nm) in 2 ml HBS wurde mit 
143 pi einer 10 mM ethanolischen Losung von SPDP 
(1.43 pmol; Pharmacia) versetzt und 2 h bei 
Raumtemperatur reagieren gelassen. Gelf iltration Uber 
eine Sephadex G25 Saule (14 x 140 mm) mit HBS ergab 
3.2 ml einer L6sung von ca. 10 mg LDL, modifiziert mit 
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0.70 pmol Pyridyldithiopropionatresten. Die Losung 
wurde mit 1.2 ml 5 M NaCl versetzt, urn bei der 
darauf folgenden Zugabe von Polylysin die sonst 
auftretende Prazipitation zu verhindern. Poly(L)lysin 
mit durchschnittlicher KettenlSnge von 300 Monomeren 
wurde wie beschrieben mit SPDP modifiziert und durch 
Behandlung mit Dithiothreitol und darauf folgende 
Gel filtration in die mit Mercaptogruppen modifizierte 
Form gebracht. Die oben beschriebene modifizierte LDL- 
Losung wurde mit der Losung von 0.33 pmol Polylysin 
300, modifiziert mit 0.76 umol Mercaptogruppen, in 4 ml 
2 M NaCl, 0.5 M HEPES, pH 7.9, unter Argon gemischt und 
48 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Die 
Reaktionslosung wurde mit sterilem Wasser auf 32 ml 
verdunnt ( NaCl-Konzentration ca. 0.5 M) und durch 
Ionenaustauschchromatographie (Biorad Macroprep S, 10 x 
100 mm, 20 mM HEPES pH 7.3, Gradient von 0.2 - 3 M 
NaCl) auf getrennt . Die Produktf raktionen eluierten bei 
einer Salzkonzentration von 1.8 M - 2.2 M und wurden 
gepoolt. Nach Dialyse gegen HBS wurden Konjugate, 
bestehend aus 2.35 mg (3.4 nmol ) LDL modifiziert mit 
190 nmol Polylysin (entspricht 7.5 mg der freien 
Polylysin-Basenform) erhalten. Dies- entspricht einer 
durchschnittlichen Modif izierung der LDL-Partikel mit 
ca. 55 Polylysinketten. 

ii) Komplexbildung und Transf ektion: 
18 pi biotinyliertes Adenovirus dl312 Preparation 
wurden mit HBS auf 100 pi Volumen verdunnt. 1.2 pg 
Streptavidin-Polylysin wurden mit HBS auf 100 pi 
Volumen eingestellt und mit den 100 ml 

Adeno viru spr apar a t i on gemischt. Nach 30 min wurden 150 
pi HBS mit 6 pg pCMVL dazugemischt . Nach weiteren 30 
min wurden 300 pi HBS mit 4 pg LDLpL ( Polylysingehalt 
20 pg) dazugegeben. Diese hergestellte Losung wurde mit 
1.5 ml DMEM (10 % FCS ) gemischt und zu 3 x 105 primaren 
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Melanomzellen gegeben (hergestellt wie unter a) 
beschrieben und als HMM1 und HMM4 bezeichnet ) , die sich 
in einer Zellkulturschale mit 6 mm Durchmesser 
befanden. Die weiteren Zellkulturarbeiten und 
Luziferasemessungen wurden durchgef Uhrt , wie unter a) 
beschrieben. Die Genexpression ist Fig. 48 zu 
entnehmen; A) zeigt die Ergebnisse mit den 
Melanomzellen HMM1; samtliche Versuche wurden mit AdpL- 
Konjugaten durchgef uhrt , die in der Fig. nicht 
gesondert angefUhrt sind. B) zeigt die Versuche mit den 
Melanomzellen HMM4; samtliche Versuche wurden mit AdpL- 
Konjugaten durchgef Uhrt , diese sind nur in der letzten 
Spalte gesondert angefiihrt (die Bezeichnung dl312/16 
bezieht sich auf die spezielle viruspraparation ) . In 
dera in Spalte 2 dargestellten Versuch wurde LDL in 
25fachem UberschuB zugesetzt, was aufgrund der 
Kompetition um den LDL-Rezeptor in einer verringerten 
Gentransfereffizienz resultierte. 

Beispiel 35 

Transfektion von primaren Humanf ibroblasten 

Humane Hautbiopsien wurden in eine 6 cm Petrischale, 
enthaltend DMEM, 2 mM Glutamin, 20 % FCS und 
Antibiotika gegeben. Dann wurden die Biopsien mit einem 
chirurgischen Messer griindlich zerkleinert und in 
Gegenwart von 3 ml Medium 5 Tage lang geziichtet. Darauf 
wurden die Zellen mit frischem Medium (vgl. oben) 
gewaschen und weitere 7 Tage geziichtet. Nach dieser 
Zeitdauer wurden die Zellen trypsinisiert und in neue 
Petrischalen subkultiviert. Als die Zellen beinahe 
konfluent waren, wurden sie wieder trypsinisiert und 
geforen bis zur Transfektion gelagert. Fur die 
Transfektion wurden die Zellen aufgetaut, in 6 cm 
Petrischalen ausgesat und in DMEM, enthaltend 2 mM 
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Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika gezuchtet. Die 
Kon jugate fur die Trans fekt ion wurden wie folgt 
hergestellt: 3 pi, 10 pi, 20 pi und 30 pi 
biotinyliertes Adenovirus dl312 wurden mit 0.1 pg, 0.3 
pg, 0.5 pg und 0.8 pg Polylysin-modif iziertem 
Streptavidin in 150 pi HBS 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dann wurden 6 pg des Plasmids pCMVB-gal in 
170 pi HBS beigegeben und die Mischung weitere 30 min 
inkubiert. 1m letzten Schritt wurden 7.8 pg TfpL fur 
die {Conjugate mit 3 pi dl312, 7 pg TfpL fur 10 pi d!312 
und 6 pg TfpL fur die Konjugate mit 20 pi und mit 30 pi 
dl312 in 170 pg HBS zugegeben. Nach einer 
Inkubationsdauer von 30 min wurden die Konjugate auf 
die Zellen in 2 ml DMEM, enthaltend 2 mM Glutamin, 2 % 
FCS und Antibiotika, aufgebracht und die Zellen 4 h 
lang bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das Medium entfernt 
und die Kultur bei 37 °C mit DMEM, enthaltend 2 mM 
Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika, fortgesetzt. Nach 
48 h wurde die Expression von B-Galaktosidase bestimmt, 
wie in den vorangegangenen Beispielen beschrieben. 

Bei der Transfektion mit 3 pi d!312 zeigten 14 % der 
Zellen B-Galaktosidaseproduktion, bei 10 pi -dl312 — 
wurden 32 % positive Zellen erhalten, mit 20 pi dl312 
waren 39 % und mit 30 pi d!312 waren 64 % der Zellen 
positiv. 

Beispiel 36 

Gentransfer in Atemwegsepithelzellen von Ratten in vivo 
mit Hilfe von Kombinations-Komplexen 

a) Herstellung von Tf pL/AdpL-Kombinations-Komplexen 

Humantransf errin-Polylysin-DNA-Komplexe ( hTf pL ) wurden 
durch {Combination von 8 pg Transferrin- Polylysin ( Serva 
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Biochemical) in 150 pi HBS (150 mM NaCl/20 mM HEFES pH 
7.3) mit 6 pg pCMVL-DNA in 350 pi HBS hergestellt und 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Adenovirus- 
Polylysin-Kon jugate wurden hergestellt, wle- in Beispiel 
19 c) beschrieben; es wurde Psoralen/UV-inaktiviertes 
Adenovirus verwendet. Die Kombinations-Komplexe 
hTfpL/AdpL wurden gemaB der Vorschrift in Beispiel 23 
c) hergestellt. 

b) verabreichung der Komplexe in vivo iiber die 
intratracheale Route 

Fur diese Versuche wurde die Ratte Sigmodon hispidus 
("Cotton Rat") verwendet, von der sich gezeigt hat, daS 
sie ein geeignetes Tiermodell fur humane adenovirale 
Lungenerkrankungen darstellt (Pacini et al., 1984). Die 
Tiere wurden mit Methoxyf luran anasthesiert . Nach einem 
Vertikalschnitt in die ventrale Seite des Halses wurde 
die Luftrohre stumpf prapariert. Die Komplexe (250 bis 
300 pi; 3 pg Plasmid-DNA) wurden unter Sicht direkt in 
die Luftr6hre der in einem Winkel von 45" 
schraggelegten Tiere injiziert. Zu den in Fig. 49 
angegebenen Zeitpunkten nach der Injektion wurden die 
Tiere durch C0 2 getotet und die Luftrohre und die Lunge 
en bloc nach in situ Spiilung mit kalter Phosphat- 
gepufferter Kochsalzlosung (PBS) geerntet. Fur den 
Luziferasetest wurde das Lungengewebe in 
Extraktionspuffer homogenisiert, die Lysate auf 
Gesamtproteingehalt standardisiert und die 
Luziferasegenexpression gemessen wie beschrieben. Die 
angegebenen Lichteinheiten beziehen sich auf 1.250 pg 
Gesamtprotein, erhalten aus den Lungenlysaten . Die 
Experimente wurden je 3 - 4 x durchgefuhrt, die 
Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM dargestellt. 
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Beispiel 37 

Gen-transfer unter Verwendung nicht-viraler 
endosomolytischer Mittel 

* 

a) Synthese von membranaufbrechenden Peptiden 

i ) Peptidsynthese: 

Die Peptide wurden auf einem automatischen Synthiziser 
(ABI 431A) mittels der Festphasenmethode unter 
Verwendung von p-Alkoxybenylalkoholharz (0.97 mMol/g) 
als feste Phase und Fmoc-geschutzten Aminosauren. Die 
Carboxy-terminale Aminosaure wurde iiber das 
symmetrische Anhydrid an das Harz gebunden. Die 
folgenden Aminosauren wurden mittels der 1- 
Hydroxybenzotriazol-Dicyclohexylcarbodiimid-Methode 
gekoppelt. Es wurden folgende Seitenketten- 
Schutzgruppen verwendet : ( Trt ) Asn, ( Trt )Cys [ ( t-Bu )Cys 
im Fall von EALA and GLF] , (t-Bu)Glu, (Trt)His, 
(t-Bu)Ser. 

.. . Die- Peptide wiesen- die— folgenden Sequenzen -auf : 

EALA: (SEQ ID NO: 5) Trp Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala 

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF ( SEQ ID NO: 6) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 

Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu 
Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF-II (SEQ ID NO: 7) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
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GLF-delta CSEQ ID NO: 8) Gly Leu Phe Glu Leu Ala Glu Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

EALA-Inf CSEQ ID NO: 9) Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly 
Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

EALA-P50 (SEQ ID NO: 10) Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly 
Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

P50 (SEQ ID NO: 11) Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly 

Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly 
Cys 



Die Peptide wurden vom Harz gespalten und die 
Seitenketten-Schutzgruppen, mit Ausnahme von (t-Bu)Cys, 
durch Behandlung von 100 mg Peptid-beladener Festphase 
mit 3 ml einer Mischung Phenol/Ethandithiol/Thioanisol/ 
Wasser/Trifluoressigsaure 0.75:0.25:0.5:0.5:10 wahrend 
1.5 h bei Raumtemperatur entfemt. Die rohen Peptide 
wurden in Ather ausgefallt und 2 x gewaschen. Die S-t- 
Bu geschUtzten Peptide EALA und GLF wurden in einem 
kleinen Volumen 1 M Triethylammoniumbicarbonat (TEAB) 
pH 8 gelost, auf 100 mM TEAB verdiinnt und weiter durch 
Reverse Phase HPLC auf einer Nucleosil 500-5C4 Saule 
gereinigt (0.1 % TFA/Acetonitril-Gradient ) , beide 
Peptide eluierten bei ca. 50 % Acentonitril . Die freie 
Cys-SH-Form der Peptide wurde erhalten, indem von den 
Trt-Cys-Peptiden die Schutzgruppen genauso entfernt 
wurden, wie oben beschrieben. Die rohen Peptide ( 5 mg ) 
wurden in 100 ul 100 mM TEAB, pH 8, enthaltend 1 ul 3- 
Mercaptoethanol, geiast und durch Gelf iltration 
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(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, 0.5 mM EDTA ) und 
Gef riertrocknen oder Ionenaustauschchromatographie 
(Mono Q Pharmacia, 20 mM HEFES, pH 7.3, Gradient 0 bis 
3 M NaCl; das Peptid eluiert bei 1.5 M NaCl ) gereinigt. 

ii) Modifikation mit N- ( hydroxyethyl )maleimid 
Die C-terminale SH-Gruppe der Peptide GLF-delta, GLF- 
II, EALA-Inf, EALA-P50, P50 wurde nach der 
Gelfiltration (Sephadex G-25, 20 mM HEPES , pH 7.3, 0.5 
mM EDTA) von der freien SH-Form durch Reaktion mit 
einem 1.3- bis 10-fachen molaren Uberschufi von N- 

( Hydroxyethyl )maleimid (1 h Raumtemperatur ) blockiert. 
Uberschussiges Maleimid wurde durch Gelfiltration 
(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) entfernt und die 
Peptide ( GLF-delta-mal , GLF-II-mal, EALA-Inf -mal , EALA- 
P50-mal, P50-mal) wurden nach Gef riertrocknen als 
Triethylammoniumsalz erhalten . 

iii) Modifikation mit 2 , 2 ' -Dithiobispyridin 
Die freien SH-Peptide wurden mit 10 Aquivalenten von 
2,2* -Dithiobispyridin (20 mM HEPES, pH 7.9, 0.5 mM 
EDTA) uber Nacht bei Raumtemperatur reagieren gelassen. 

Uberschussiges Reagens wurde durch- Gelfiltration 

(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) oder 

Ionenaustauschchromatographie (Mono Q Pharmacia, 20 mM 
HEPES, pH 7.3, Gradient 0 bis 3 M NaCl; das Peptid 
eluiert bei 1.5 M NaCl) entfernt, urn die ( 2- 
Pyridylthio)-Cys-Peptide ( GLF-delta-SSPy , GLF-II-SSPy, 
EALA-Inf -SSPy, EALA-P50-SSPy , P50-SSPy) zu erhalten. 

iv) Dimerisierung der Peptide 

Das Homodimer von P50 (P50 dim) wurde hergestellt, 
indem aquimolare Mengen von P50-Cys- ( 2-Pyridylthio ) und 
P50-Cys-SH in 20 mM HEPES, pH 7.3, 3 Tage lang bei 
Raumtemperatur reagieren gelassen wurden. Die 
Reaktionsmischung wurde auf einer Mono Q Saule getrennt 
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(HR-5/5 Pharmacia, 20 mM HEPES pH 7.3, Gradient 0.09 M 
bis 3 M NaCl; das P50-Dimere eluierte bei 1.1 M NaCl). 
Das Heterodimer GLF-SS-P50 wurde analog durch Reaktion 
des Peptids P50 ( f reie Mercaptoform) mit 
pyridylthiomodifiziertem Peptid GLF hergestellt. 

b) Liposomen Leakage Assay- 
Die FShigkeit der synthetischen Peptide, Liposomen 
aufzubrechen, wurde anhand des Austritts von 
Fluoreszenzfarbstoff aus Liposomen, die mit einer 
selbstausiaschenden Konzentration von Calcein beladen 
sind, gemessen. Die Liposomen wurden mittels der REV- 
Methode ("reverse phase evaporation") (Szoka und 
Papahadjopoulos, 1978) mit einer wassrigen Phase von 
100 mM Calcein, 375 mM Na+, 50 mM NaCl, pH 7.3 
hergestellt und durch ein 100 nm Polycarbonatf ilter 
(MacDonald et al., 1991) extrudiert, um eine 
einheitliche GroSenverteilung zu erhalten. Die 
Liposomen wurden durch Gelfiltration auf Sephadex G-25 
mit einem iso-osmotischen Puffer (200 mM NaCl, 25 mM 
HEPES, pH 7.3) von nicht-eingebautem Material getrennt. 
Fur den Leakage Assay bei verschiedenen pH-Werten wurde 
die Stammiasung (6 ul/ml) in 2 x Assaypuffer (400 mM 
NaCl, 40 mM Na-Citrat) verdunnt. Ein Aliquot von 100 pi 
wurde zu 80 pi einer Serienverdtinnung des Peptids in 
Wasser in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 
gegeben ( Endkonzentration an Lipid: 25 uM) und bei 
600 nm (Anregung bei 490 nm) auf einem 
Mikrotiterplatten-Fluoreszenzphotomer nach 30 min 
inkubation bei Raumtemperatur auf Calceinf luoreszenz 
untersucht. Der Wert fur 100 % Leakage wurde durch 
Zugabe von 1 pi einer 10 %igen Triton X-100 Losung 
erhalten. Die Leakage-Einheiten wurden als Reziprokwert 
der Peptidkonzentration berechnet, bei der 50 % Leakage 
beobachtet wurde (d.h. das Volumen in pi 
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Liposomenlosung, die zu 50 % pro ug Peptid lysiert 
wird). Die Werte unter 20 Einheiten wurden 
extrapoliert . Die Ergebnisse des Liposomen Leakage 
Assays sind in Fig. 50 darges-tellt . GLF und EALA 
zeigten die hochste pH-spezif ische Aktivitat. 

c) Erythrozyten-Lyse-Assay 

Frische Humanerythrozyten wurden mehrere Male mit HBS 
gewaschen und in 2 x Assaypuffer von geeignetem pH-Wert 
(300 mM NaCl, 30 mM Na-Citrat) bei einer Konzentration 
von 6.6 x 10?/ml resuspendiert . Ein Aliquot; von 75 ul 
wurde zu 75 ul einer Serienverdunnung des Pep t ids in 
Wasser in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 
(Konus-Typ) gegeben und 1 h lang bei 37 °C unter 
konstantem Schutteln inkubiert . Nach Entfernung der 
nicht-lysierten Erythrozyten durch Zentrif ugieren 
(1000 rcf, 5 min) wurden 100 ul des Uberstandes in eine 
neue Mikrotiterplatte uberfuhrt und die 
Hamoglobinabsorption bei 450 nm ( Untergrundkorrektur 
bei 750 run) bestimmt. 100 % Lyse wurde durch Zugabe von 
1 ul einer 10 %igen Triton X-100 Losung vor dem 
Zentrif ugieren bestimmt . Die hamolytischen -Einheiten - 
wurden als Reziprokwert der Peptidkonzentration 
berechnet, bei der 50 % Leakage beobachtet wurde (d.h. 
das Volumen in pi der Erythrozytenlosung, die zu 50 % 
pro ug Peptid lysiert wird ) . Die Werte unter 3 
hamolytischen Einheiten wurden extrapoliert . Die Werte 
sind in Fig. 51 wiedergegeben . Daraus ist ersichtlich, 
daS P50 dim und EALA-P50 die hochste pH-spezif ische 
Aktivitat hinsichtlich der Lyse von Zellen und/oder der 
Freisetzung von grdBeren Molekulen wie Hamoglobin 
aufwiesen. Die P50-Monomeren P50mal und P50 SS-Py 
hatten niedrigere Aktivitat. Melittin zeigte die 
hochste Aktivitat, die jedoch nicht spezifisch fur 
sauren pH-Wert war. 
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d) Herstellung von DNA-Kombinationskomplexen 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg 
pCMVL-DNA in 150 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 150 pi HBS 
gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Ramtemperatur mit 4 bis 20 pg Poly(L)lysin290 in 100 
Ul HBS versatzt wurden. Nach weiteren 30 min Inkubation 
bei Raumtemperatur wurden 0.3 bis 30 pg Peptid in 
100 pi HBS zugegeben und weitere 30 min inkubiert. Die 
optimale Menge von endosomolytischen Mittel wurde in 
Vortitrationen bestimmt, wobei die erhaltene 
Leistungsfahigkeit des Gentransfers gemessen wurde 
(siehe Tab. 3: Gentransfer in BNL CL.2-Zellen) . Es 
zeigte sich, daB die gleichzeitige . Zugabe von Polylysin 
und endosomolytischen. Mittel ebenso wie die Verwendung 
grOBerer Volumen fur die Komplexherstellung (1.5 ml 
Endvolumen) vergleichbare (oder bessere) 
Transfektionseffizienz ergab. In diesen Versuchen 
zeigte sich auch, daB auch die nicht-peptidischen 
amphipathischen Substanzen Desoxycholsaure und Olsaure 
den Transfer von DNA verstarken. 

e) Transfektion von Zellen 

Adharente Zellinien (BNL CL.2 Hepatozyten bzw. NIH 3T3- 
Zellen) wurden 1 bis 2 Tage vor der Transfektion in 
6 cm schalen gezuchtet (DMEM Medium mit 10 % FCS; 
300.000 Zellen/Schale). Das Medium wurde entfemt und 
1.5 ml DMEM + 2 % FCS und 500 pi DNA-Komplexe 
zugegeben. Altemativ wurden 0.5 ml DMEM + 6 % FCS und 
1.5 ml DNA-Komplexe verwendet. Nach 4 h Inkubation 
wurden 2 pi DMEM (18 % FCS) zugegeben. (Es wurde 
festgestellt, daB altemativ das Medium durch 4 ml DMEM 
mit 10 % FCS ersetzt werden kann. ) Die Zellernte und 
die Luciferaseassays wurden 24 h nach der Transfektion, 
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wie beschrieben, vorgenommen. Die gezeigten Werte fur 
die Lichteinheiten stellen die 

* Gesamtlucif eraseaktivitat der transfizierten Zellen 

dar. Die Transfektion von BNL CL.2 Hepatozyten ist in 

? Fig. 52 dargestellt: 

Fig. 52A: Die DNA-Komplexe wurden hergestellt , indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 250 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit 20 pg Poly ( L ) lysin290 in 750 pi HBS 
versetzt wurden. Nach weiteren 30 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden die angegebenen Mengen an 
Peptiden in 250 pi HBS zugegeben. Nach einer Inkubation 
von weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 0.5 ml DMEM 
+ 6 % FCS versetzt und 450.000 Zellen beigegeben. 
Fig. 52B: Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 500 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
stehengelassen wurde. Eine 500 pi Lbsung von 20 pg 
Poly( L)lysin290 in HBS wurde mit den angegebenen Mengen 
an Peptiden in 250 pi HBS versetzt und sofort zu der 
TfpL/DNA-Mischung gegeben. Nach weiteren 30 min 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Komplexe mit 

— 0^5 -ml DMEM- + 6 % -FCS versetzt ~und --zu- 450^000- Ze-l-len 

gegeben. Die Zellernte 24 h nach der Transfektion und 
die Luciferaseassays wurden durchgefuhrt wie 
beschrieben. 

Die mit NIH 3T3-Zellen durchgef uhrten Experimente sind 
in Fig. 53 dargestellt. Die Herstellung der Komplexe A) 
und B) war dieselbe, wie ftir die Transfektion von 
BNL CL.2-Zellen. 

In den Zellkulturexperimenten zeigten die Peptide P50 
dim und EALA-P50 die hochste Aktivitat, EALA und GLF 
hatten mittlere Aktivitat, wahrend P50-Monomere und 
Melittin niedrige Aktivitat hatten. 
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Beispiel 38 

Gentransfer unter Verwendung eines synthetischen nicht- 
viralen Peptids mit einer Oligolysin-Verlangerung am C- 
Terminus 

Ein Peptid der Sequenz (SEQ ID NO: 4) Met Ala Gin Asp 
He He Ser Thr He Gly Asp Leu Val Lys Trp He He Asp 
Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
Lys Lys Lys Lys wurde nach der im vorigen Beispiel 
beschriebenen Methode synthetisiert und gereinigt. 
Dieses Peptid 1st vom Staphylococcus aureus 5-toxin (SEQ 
ID NO: 3) Met Ala Gin Asp He He Ser Thr He Gly Asp 
Leu Val Lys Trp He He Asp Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys 
Lys abgleitet, von dem bekannt ist, daB es Spezifitat 
fur das Aufbrechen von Membranen bei saurem pH-Wert 
aufweist, abgeleitet, indem dieses Peptid um 10 
zusatzliche Lysine verlangert wurde - 

Die DNA - Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg 
pCMVL-DNA in 170 ul HBS mit 4 pg TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit ca- 3 pg Peptid in 170 pi HBS 
versetzt wurden. Nach weiteren 30 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden die Komplexe mit 1.5 ml DMEM + 
2 % FCS gemischt und 450.000 BNL CL.2 Hepatozyten 
beigegeben. Nach 2 h wurden 2 ml DMEM + 20 % FCS 
zugegeben. Die Zellemte 24 h nach der Transfektion und 
die Messung der Lucif eraseaktivitat wurden wie in den 
vorangegangenen Beispielen durchgef iihrt . Die 
Luciferaseaktivitat entsprechend dem Gesamtextrakt 
betrug 481.000 Lichteinheiten . 
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Beispiel 39 

Transfektion von Hepatozyten in Gegenwart von Melittin- 
Peptiden mit einem Oligolysinschwanz am C-Terminus 

Peptide der Sequenzen (Richtung: N- zu C-Terminus) (SEQ 
ID NO: 12) Gly He Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr 
Gly Leu Pro Ala Leu He Ser Trp lie Lys Arg Lys Arg Gin 
Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys (bezeichnet 
als mel 1 ) 

und (SEQ ID NO: 13) Gly He Gly Ala Val Leu Glu Val Leu 
Glu Thr Gly Leu Pro Ala Leu He Ser Trp He Lys Arg Lys 
Arg Gin Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
(saure Mutante, bezeichnet als mel 2) wurden 
synthetisiert , wie in Beispiel 38 beschrieben. 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg 
pCMVL-DNA in 170 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt und anschliefiend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit ca. 3 pg Peptid mell Oder 5 pg mel2 
in 170 pi HBS verse tzt wurde. Nach einer Inkubation von 
weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 1.5 ml DMEM + 
2 % FCS gemischt und 450.000 BNL CL. 2 Zellen, die 
geziichtet wurden wie in Beispiel 38, beigegeben. Die 
Zellernte 24 h nach der Transfektion und der 
Luciferasetest wurden wie beschrieben durchgef uhrt . Die 
Lucif eraseaktivitat , bezogen auf den Gesamtextrakt, 
betrug 9.200 Lichteinheiten ( im Fall von mell) und 
9 . 400 Lichteinheiten ( im Falle von mel2 ) . 

Beispiel 40 

Expression von Interferon alpha in HeLa- Zellen 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden mit 
dem Plasmid pAD-CMVl-IFN transf iziert , das fur humanes 
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interferon alphaZc unter der Kontrolle der CMV 
Enhancer/Promoter-Sequenz kodiert (das Plasmid ist 
beschrieben in DE 40 21 917 A. pAD-CMVl-IFN wurde 
erhalten, indem das HindHI-Xbal IFN-a2c-lnsert in pAD- 
CMV1 rekloniert wurde). Proben von 6 pg DNA in 330 pi 
HBS wurden mit 8 pg TfpL in 330 pi HBS versetzt und 30 
min lang bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Proben 
6-10 enthielten nur 4 pg TfpL, und nach den ersten 30 
min inkubation wurde den Proben 6 und 7 je ein Aliquot 
von P16PL (20 pg) in 160 pi HBS und den Proben 8, 9 und 
10 ein Aliquot von pLys 290 (20 pg) beigegeben. Nach 
weiteren 30 min Inkubation wurden Aliquots von 160 pi 
HBS, enthaltend 10 pi (Probe 8) Oder 50 pi (Probe 9 und 
10) freies P16, zugegeben (zur Synthese von PI 6 und 
P16pL siehe Beispiel 13 ) . Nach weiteren 30 min 
inkubation wurden die Proben auf HeLa-Zellen in 2 ml 
DMEM/2 % FCS in Gegenwart der folgenden zusatzlichen 
Komponenten aufgebracht: Die Proben 2, 7 und 10 
enthielten 100 pM Chloroquin, die Proben 3 und 4 
enthielten 5 und 15 pi Adenovirus dl312 (1 x 10*2 
Partikel/ml ) , Probe 5 entnielt 15 pi desselben, 
Psoralen-inaktivierten Virus. (Als Kontrolle fur die 
Stimulierung von endogener Interferon-Produktion durch 
Adenovirus wurden die Proben 11, 12 und 13 mit Aliquots 
von Virus wie in den Beispielen 3, 4 und 5 behandelt. ) 
2 h nach der Transfektion wurden 5 ml frisches Medium 
DMEM + 10 % FCS den Zellen beigegeben. 48 h nach der 
Transfektion wurde das Medium entfernt und mit 2 ml 
frischem DMEM + 10 % FCS ersetzt. Dieses Medium wurde 
72 h nach der Transfektion geemtet und ein ELISA-Test 
zur Bestimmung von iFN-o durchgef Ohrt, wie in 
DE 40 21 917 A beschrieben. Die IFN-a Mengen (in ng/ml ) 
sind in Fig. 54 dargestellt. 

in Ubereinstimmung mit den friiher gemachten 
Beobachtungen, die bei Verwendung von Luciferase- Oder 
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B-Galaktosidase-Reportergenen gemacht wurden, 
funktionierte TfpL nur schwach beim Transfer des IFN- 
Gens in diese Zellen. Die Gegenwart von Chloroquin 
erzeugte ein nachwei shares Signal (ca. 7 ng/ml. Probe 
2), Adenovirus dl312 stimulierte hingegen den DNA- 
Transfer in dosisabhangiger Weise (Proben 3 und 4). Die 
Behandlung dieser Zellen mit vergleichbaren Mengen von 
Virus in Abwesenheit von IFN-DNA-Komplexen ergab kein 
nachweisbares IFN-Signal (Proben 11 und 12). Die 
Trans fektion mit dem synthetischen, vom Inf luenzapeptid 
abgeleiteten endosomolytischen Peptid PI 6 ( siehe 
Beispiel 13) als Konjugat (Proben 6 und 7) oder als 
ionisch an die Oberflache von Tf pL/DNA-Komplexen 
gebundenes Peptid (Proben 8, 9 und 10, zur Bindung der 
Peptide siehe Beispiel 37) erzeugte nachweisbare 
Interferonproduktion, die mit dem Peptidkonjugat in 
Gegenwart von Chloroquin (Probe 7) verstarkt wurde. 
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Membranaktive Proteine 
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Tab. 2C 
Membranaktive Peptide 
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Tab. 3 

r Transfektion von BNL CL.2 Zellen 

(6 yg pCMV-L DNA, 4 pg Tf pL290 ) 



pLys 




0 jig 


0.3 ug 


1 M 


3 jig 


10 jig 


20 jig 


30 jig 


0 jig 


P50 <fim 
GLF 
Mefittin 


160 


330 
490 
0 


540 
290 
0 


300 
340 
0 


70 




425 


4 jig 


P50 dm 
GLF 
EALA 


3 100 


670 
3 140 


200 
600 
150 


430 
170 
560 


180 


410 




10 jig 


P50 dim 
GLF 
EALA 


5 700 


1 950 

2 120 


16 600 
16 800 


217 000 
179 300 


760 
215 000 
181 700 


1 330 
1 980 
76 360 


3 424 800 


20 jig 


P50 dim 
GLF 
EALA 
Mel&ttin 


3 200 






23 300 
418 400 
191 000 
6 545 


165 100 
320 600 
181 000 


7 054 800 
294 200 
273 600 


9 344 000 


Desoxy- 
chofic add 






6 730 


34 700 


16 000 






Oleic acid 






12 200 


11 900 


4 100 
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SEQUENZLISTE 



(ii) TITEL DER ERINDUNG: Zusammensetzung fur das 

Einbringen von Nukleinsaure-Komplexen in 
hahere eukaryotische Zellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Fatentln Release #1.0, Version #1.25 

( EPO ) 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID N0:1: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l: 

Gly Leu Fhe Glu Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Tr P 
1 5 10 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



191 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG : 

(A) LANGE: 23 AminosSuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
15 10 
Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 26 AminosSuren 
(B)TYP: -Aminosaure -— — 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Ala Gin Asp He He Ser Thr He Gly Asp Leu Val Lys 

15 10 

Trp He He Asp Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys 

15 20 25 
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 AminosSuren 

( B ) TYP : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOFOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Gin Asp He He Ser Thr He Gly Asp Leu Val Lys 
Trp lie He Asp Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys Lys Lys 



20 25 



15 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG : 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

( B ) TYP : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 



Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 



Trp 

1 5 10 



Glu His Leu Ala Glu Ala Leu 
15 



Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 



20 25 
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Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERIS IERUNG : 

(A) LANGE: 35 Aminosauren 

( B ) TYP : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
15 10 

Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala 
15 20 25 

Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 35 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERIS IERUNG : 

(A) LANGE: 35 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
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Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 



10 



Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala 



15 
Leu 



20 



25 



Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 35 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

( B ) TYP : Amino saure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Gly Leu Phe Glu Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 

5 10 



20 25 



Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
15 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 



Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
15 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 10: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
( D ) TOPOLOGIE : beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi-)- SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO: 10: - 

Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly Phe lie Glu Asn Gly Trp 
15 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 
(A) LANGE: 23 Aminosauren 
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( B ) TYP : Aminosaure 

( c ) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gly Leu Phe Glu Ala Xle Glu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 Amino saur en 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Gly He Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr Gly Leu Pro 
1 5 10 

Ala Leu He Ser Trp He Lys Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 
15 20 25 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 13: 
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( i ) SEQUENZCHARAKTERXSIERUNG : 

(A) LANGE: 36 Aminosauren 

(B) TYP: Aminos aure 

( C ) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: bexde 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Gly lie Gly Ala Val Leu Glu Val Leu Glu Thr Gly Leu Pro 
1 5 10 

Ala Leu lie Ser Trp lie Lys Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 
15 20 25 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 
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Patentanspriiche 



Zusanunensetzung fOr die Transfektion von hoheren 
eukaryotischen Zellen mit einem Komplex aus 
Nukleinsaure und Nukleinsaure- af finer Substanz, 
die gegebenenfalls mit einera 
internalisierungsfaktor fur diese Zellen 
konjugiert ist, dadurch gekennzeichnet , daS sie 
ein Mittel enthalt, das die Fahigkeit hat, 
entweder per se Oder als Bestandteil des 
Nukleinsaure-Komplexes, in die die zu 
transfizierenden Zellen aufgenonunen zu werden und 
den inhalt der Endosomen, in denen der Komplex 
nach Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins 
Zytoplasma freizusetzen. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Virus Oder eine Viruskomponente ist, das bzw. 
die per se ein internalisierungsf aktor fiir die 
Zellen ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
eine Nukleinsaure-Bindungsdomane hat Oder an eine 
Nukleinsaure-affine Substanz gebunden ist und die 
Fahigkeit aufweist, in die Zellen als Bestandteil 
des Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes aufgenonunen zu 
werden, wobei der Komplex zusatzlich 
gegebenenfalls einen Internalisierungsf aktor fur 
die Zellen enthalt. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
kovalent an eine Nukleinsaure-affine Substanz 
gebunden ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
nicht- kovalent an die Nukleinsaure-affine Substanz 
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gebunden ist. 

6. zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch 

* gekennzeichnet, daS die Bindung uber eine Biotin- 

Streptavidin-Brucke erfolgt. 

7. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung ionisch erfolgt. 

8. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel an 
die Nukleinsaure-af fine Substanz direkt uber eine 
NukleinsSure-Bindungsdomane gebunden ist. 

9. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das endosomolytische Mittel 
ein Virus oder eine Viruskomponente ist. 

10. Zusammensetzung nach Anspruch 2 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Adenovirus ist. 

11. Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Adenovirus eine Mutante 
ist. 

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine 
replikationsinkompetente Mutante ist. 

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12,- dadurch 

gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine oder 
mehrere Mutationen und/oder Deletionen in der E1A- 
Region aufweist. 
14. Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Adenovirus inaktiviert 
ist . 

'i 15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
kurzwelliges UV inaktiviert ist. 

16. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
UV/Psoralen inaktiviert ist. 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
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gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
Formaldehyd inaktiviert ist. 
18 Zusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Viruskomponente aus einem 
Oder mehreren Adenovirusproteinen besteht. 

19. zusammensetzung nach Anspruch 2 Oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus ein Picornavirus 
ist. 

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Picornavirus ein, 
gegebenenfalls inaktiviertes , Rhinovirus ist. 

21. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
nicht per se ein intemalisierungsf aktor fur die 
Zellen ist, und daB der Nukleinsaure-Komplex 
auBerdem einen Intemalisierungsf aktor fur diese 
zelle enthalt, der an eine Nukleinsaure-af f ine 
Substanz gebunden ist. 

22. Zusammensetzung nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Virus oder eine Viruskomponente ist, das bzw. 
die kein Internalisierungsfaktor fur eine 
menschliche Zelle ist. 

23. Zusammensetzung nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Virus ist, das fur eine Spezies verschieden 
vom Menschen infektios ist. 

24. Zusammensetzung nach Anspruch 23, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus ein Adenovirus ist. 

25. Zusammensetzung nach Anspruch 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus ein Vogel- 
Adenovirus ist. 

26. Zusammensetzung nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus das Chick 
Embryo Lethal Orphan Virus ist. 

27. Zusammensetzung nach Anspruch 21, dadurch 
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gekennzeichnet , daB das endosomolytische Mattel 
ein, gegebenenf alls modif iziertes , 
endosomolytisches virales Peptid ist. 

28. Zusammensetzung nach Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Peptid 
ein Influenza-Hamagglutinin HA2-Peptid ist. 

29. Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Glu-Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly- 
Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat . 

30. Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Gly-Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly- 
Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

31. Zusammensetzung nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das endosomolytische Mittel 
ein nicht-virales, gegebenenf alls modif iziertes, 
natiirliches oder synthetisches Peptid ist. 

32. Zusammensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly 
Leu Phe Glu Ala lie Glu Gly Phe lie Glu Asn Gly 
Trp Glu Gly Met lie Asp Gly Gly Gly Cys aufweist. 

33. Zusammensetzung- nach Anspruch 31-, dadurch- 
gekennzeichnet , daB das Peptid ein Homo- Oder 
Heterodimer des in Anspruch 32 definierten Peptids 
ist. 

34. Zusammensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Homodimer ist. 

35. Zusammensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Heterodimer 
ist, das die Sequenz Gly Leu Phe Glu Ala lie Glu 
Gly Phe lie Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 
Gly Ser Cys aufweist. 

36. Zusammensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Trp 



ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



^pT/EP92/02234 

202 



Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. - 
Zusanunensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly 
Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 
Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 
Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 
Zusammensetzung nach Anspruch 27 oder 31. dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid eine Nukleinsaure- 
Bindungsdomane aufweist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 38, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid eine 
Oligolysinverlangerung aufweist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Internalisierungsf aktor 
Transferrin ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3 Oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Intemalis ierungsfaktor 
ein Ligand fur T-Zellen ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB der internalisierungsf aktor 
ein Ligand fur B-Zellen ist. 
Zusanunensetzung nach Anspruch 42, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Internalisierungsf aktor 
ein Imraungiobulin ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 42, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Ligand ein anti- 
Inununglobulin ist. 

Zusanunensetzung nach Anspruch 3 Oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Internalisierungsf aktor 
ein Ligand fur Hepatozyten ist. 
Zusanunensetzung nach Anspruch 45, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Internalisierungsf aktor 
ein Ligand fur den Asialoglykoproteinrezeptor ist. 
Zusanunensetzung nach Anspruch 46, dadurch 
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gekennzeichnet, daB der Internalisierungsfaktor 

ein Tetragalaktose-Polylysin ist. 
' h 48. Zusammensetzung nach Anspruch 3 Oder 21, dadurch 

gekennzeichnet, daB der Internalisierungsfaktor 
? ein Lectin ist. 

49. Zusammensetzung nach Anspruch 3 Oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Internalisierungsfaktor 
ein Low Density Lipoprotein ist. 

50. Komplex als Bestandteil einer Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 3 bis 49, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine oder mehrere in der 
Zelle zu exprimierende Nukleinsauren, ein 
endosomolytisches Mittel, das von sich aus eine 
Nukleinsaure-Bindungsdomane aufweist oder an eine 
Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden ist, und 
gegebenenf alls auBerdem einen 

Internalisierungsfaktor, der an eine Nukleinsaure- 
af fine Substanz gebunden ist, enthalt. 

51. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB er eine therapeutisch aktive Nukleinsaure 
enthalt - 

52. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB_ die -Nukleinsaure aus einem oder mehreren - 
gentherapeutisch wirksamen DNA-Molekiilen besteht. 

53. Komplex nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA-Molekule fur Zytokine kodieren. 

54. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure eine Nukleotidsequenz 
enthalt, von der RNA-Molekule transkribiert 

v t werden, die spezifisch Zellf unktionen inhibieren. 

55. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
.. s daB die Nukleinsaure-af fine Substanz ein 

organisches Polykation ist. 

56. Komplex nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, 
daB Polykation Polylysin ist. 

57. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
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daB das endosomolytische Mittel und der 
Internalisierungsfaktor beide an dieselbe 
Nukleinsaure-affine Substanz gebunden sind. 

58. Komplex nach Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel und der 
internalisierungsfaktor an Polylysin gebunden 

sind. 

59. Komplex nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, 
daB er auBerdem nicht-kovalent gebundenes 
Polylysin enthSlt. 

60. Konjugat als Bestandteil eines {Complexes nach 
einem der Anspruche 50 bis 59, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Konjugat aus einem 
endosomolytischen Mittel und einer Nukleinsaure- 
affinen Substanz besteht. 

61. Konjugat nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel kovalent an eine 
Nukleinsaure-affine Substanz gebunden ist. 

62. Konjugat nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel nicht-kovalent an 
eine Nukleinsaure-affine Substanz gebunden ist. 

63. Konjugat nach Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bindung iiber eine Biotin-Streptavidin- 
Briicke erfolgt. 

64. Konjugat nach Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bindung ionisch erfolgt. 

65. Konjugat nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus Oder 
eine Viruskomponente ist. 

66. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Adenovirus 
ist. 

67. Konjugat nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus eine Mutante ist. 

68. Konjugat nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus eine replikationsinkompetente 
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Mutante ist. 

69. Konjugat nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Adenovirus eine oder mehr Mutationen 
und/oder Deletionen in der ElA-Region aufweist. 

70. Konjugat nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus inaktiviert ist. 

71. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch kurzwelliges UV 
inaktiviert ist . 

72. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch UV/Psoralen inaktiviert 
ist. 

73. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB Adenovirus durch Formaldehyd inaktiviert ist. 

74. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Viruskomponente aus einem oder mehreren 
Adenovirusproteinen besteht. 

75. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Picornavirus ist. 

76. Konjugat nach Anspruch 75, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein, gegebenenf alls inaktiviertes , 
Rhinovirus ist . 

-7-7 . - Konjugat -nach Anspruch- 60 , dadurch -gekennzeichnet , 
daB das endosomolytische Mittel nicht per se ein 
Internalisierungsf aktor fiir die zu transf izierende 
Zelle ist. 

78. Konjugat nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus oder 
eine Viruskomponente ist, das bzw. die kein 
Internalisierungsf aktor fiir eine humane Zelle ist. 

79. Konjugat nach Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus ist, das 
fiir eine Spezies verschieden vom Menschen 
infektios ist. 

80. Konjugat nach Anspruch 79, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Adenovirus ist. 
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81. Konjugat nach Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Adenovirus ein Vogeladenovirus ist. 

82. Konjugat nach Anspruch 81, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus das Chick Embryo Lethal Orphan 
Virus ist. 

83. Konjugat nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische MitteX ein gegebenenf alls 
modifiziertes endosomolytisches virales Peptid 
ist. 

84. Konjugat nach Anspruch 83, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Peptid ein Influenza- 
Hamagglutinin HA2-Peptid ist. 

85. Konjugat nach Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly-Leu-Phe-Glu-Ala- 
Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 

Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

86. Konjugat nach Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly-Leu-Phe-Gly-Ala- 
Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 

Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

87. Konjugat nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mattel ein nicht-virales , 
gegebenenfalls modif iziertes natiirliches oder 
synthetisches Peptid ist. 

88. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly Leu Phe Glu Ala 
lie Glu Gly Phe lie Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met 
He Asp Gly Gly Gly Cys aufweist. 

89. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet. 
daB das Peptid ein Homo- oder Heterodimer des in 
Anspruch 88 definierten Peptids ist. 

90. Konjugat nach Anspruch 89, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid ein Homodimer ist. 

91. Konjugat nach Anspruch 89, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid ein Heterodimer ist, das die 
Sequenz Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly Phe He 
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Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
aufweist. 

92. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Trp Glu Ala Ala Leu 
Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu 
Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala 
Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

93. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly Leu Phe Gly Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
Ala Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

94. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine Nukleinsaure-Bindungsdomane 
aufweist . 

95. Konjugat nach Anspruch 94, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine Oligolysinverlangerung 
aufweist . 

96. Endosomolytisches Peptid, geeignet als Bestandteil 
der Zusammensetzung nach Anspruch 38, dadurch 
gekennzeichnet, daB es eine endosomolytische 

. Domane und eine Nukleinsaure-Bindungsdomane hat . 

97. Peptid nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure-Bindungsdomane eine 
Oligolysinverlangerung ist. 

98. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
oder ein ( poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin enzymatisch in Gegenwart 
einer Transglutaminase gekoppelt werden. 

99. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
oder ein ( poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin chemisch gekoppelt werden. 

100. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
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Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet. daB ein Virus 
Oder eine viruskomponente mit Biotin modifiziert 
werden und daS das modif izierte Virus oder die 
modifizierte Viruskomponente an ein Streptavidan- 
gekoppeltes Polyamin gebunden wird. 

101. Verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in 
hbhere eurkaryotische Zellen, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen mit einer 
Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 49 
behandelt werden. 

102. Verfahren nach Anspruch 101, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen humane Zellen sind. 

103. Verfahren nach Anspruch 102, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Zellen Tumorzellen sind. 

104. Verfahren nach Anspruch 102, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen Myoblasten sind. 

105. Verfahren nach Anspruch 102, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen Fibroblasten sind. 

106. Verfahren nach Anspruch 102, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen Hepatozyten sind. 

107. Verfahren nach Anspruch 102, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen endotheliale Zellen 

sind. 

108. Verfahren nach Anspruch 107, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen Atemwegszellen 

sind. 

109. Verfahren nach einem der Anspruche 101 bis 108, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure in 
der Zusammensetzung gentherapeutisch wirksam 1st. 

110. Verfahren nach den Anspruchen 103 und 109, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Tumorzellen mit der 
Zusammensetzung ex vivo behandelt werden und daS 
die DNA fur eine oder mehrere immunmodulierende 
Substanzen, vorzugsweise Zytokine, kodiert. 

111. Verfahren zur Herstellung eines heterologen 
Proteins in einer hoheren eukaryotischen Zelle, 
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dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit 
einer Zusammensetzung gemaB Anspruch 1 behandelt, 
wobei die Nukleinsaure eine DNA-Sequenz enthalt, 
die fiir das gewiinschte Protein kodiert, die Zellen 
unter Bedingungen, die fiir die Expression des 
Proteins geeignet sind, kultiviert und das Protein 
isoliert . 

112. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine 
Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 49 , 
enthaltend eine therapeutisch aktive Nukleinsaure 
und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager. 

113. Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit , 
in der sich zwei oder mehrere Behalter befinden, 
wobei ein erster Behalter eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz enthalt, die gegebenenf alls an einen 
Internalisierungsf aktor fiir eine hohere 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
Behalter ein Mittel enthalt, das die Fahigkeit 
hat, per se in hohere eukaryotische Zellen 
einzudringen und den Inhalt von Endosomen ins 
Zytoplasma f reizusetzen. 

114. Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit, 

- in der sich zwei oder mehrere Behalter befinden,— 
wobei ein erster Behalter eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz enthalt, die gegebenenf alls an einen 
Internalisierungsf aktor fur eine hohere 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
Behalter eine Nukleinsaure-af fine Substanz 
enthalt, die gekoppelt ist an ein Mittel mit der 
Fahigkeit, als Bestandteil eines 
Nukleinsaurekomplexes in hohere eukaryotische 
Zellen einzudringen und den Inhalt von Endosomen 
ins Zytoplasma f reizusetzen. 

115. Transfektionskit nach Anspruch 114, dadurch 
gekennzeichnet , daB er in einem ersten Behalter 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus-Polylysin- 
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Konjugat enthalt. 

116. Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit, 
in der sich zwei oder mehrere Behalter befinden, 
wobei ein erster Behalter ein Biotin-modif iziertes 
endosomolytisches Mittel und ein zweiter Behalter 
eine streptavidin-modif izierte Nukleinsaure-af f me 
Substanz enthalt. 

117. Transfektionskit nach Anspruch 116, dadurch 
gekennzeichnet, daS der erste Behalter 
biotinyliertes Adenovirus und ein zweiter Behalter 
Streptavidin-Polylysin enthalt . 



E RS ATZB LATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



1/62 




ERSATZBLATT 

BNSOOCID: <WO 9307283A1 J_> 



WO 93/07283 A PCT/EP92/02234 



2/62 



10 7 1 



FIG. 2 



io 6 ^ 

C 

0) 

■ p 5 J 

' H 10 i 

C 

^ ioi 

3 3J 

10 I 




□ hTfpL190'B+dl312 
■ hTfpLI 90B 



10 



10 



10 



rcn 
0 



in — iiiiii 1 1 i 
-1 



TiTT 



10 ' 10 
jig DNA 



-2 



10 



-3 



10 



-4 



ERSATZB LATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



3/62 



Lichteinhei ten 



10 10* 



10 10* 



10 



DNA 



DNA+pL 

DNA+ 
hTfpLI 90B 

SI) DNA+dl312 

DNA+pL 
+dl312 
DNA+ 
hTfpL190B+ 
dl312 



10 



Lichteinhei ten 
10 2 10 3 10 4 10 5 10 6 10 ? 



i ' i j ' 1 " " ' ' ' t I I "" 



DNA+ 
hTfpL.1 90B 

DNA +pL 

DNA+ 
hTfpL190B+ 
dl312 
DNA+dL 
+dl312 



^1 

Co 



Lichteinhei ten 



2 3 

10 10 



10 10' 



10 



10 



f F ■ t I I Hill I I f • I MM I 



DNA+ 
hTfpl_1 9 OB 
DNA+ 
hTfpLI 90B+ 
d!312 

DNA+ 
hTfpLI 90B+ 
dl312 (h.i.) 



' ) Mill t r i t | . f 



BNSDOCID: <WO 9307283A1 J_> 



ERSATZB LATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



W62 



•a 
c 

to 
» 

M 
■P 

c 



CM 
CO 

+ 

CD CD 

o o 



Q_ Q_ 
+ + 

□ □ 0 



Mil 1 1 i i i Timii 
hs. CO 

o o 



(ZZZZZZZZZZl 
•ESS 



^TZZZZZZZZ 
ESS 



vzzzzzzzzzzzzzzz 




nun iii i 
in 

o 



in 

t 

o 



oo 

CO 



— t 



CD 



o 



— mm i i i i — i 

CO CJ 

O O 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



5/62 

FIG. 5 A 




d!31 2 ( 1 0 3 /Zelle) 



ERSAT2BLATT 



VO 9307283A1. 



WO 93/07283 



CT/EP92/02234 



6/62 




QQ 



0) 




t— 1 




r— ! 




CD 




IS] 




*^ 


CTi 




O 


o 






X 






CsJ 


• 


K> 









Df 160 9«i b i «w* st 9 rata* ij_t 



ERSATZB LATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 




9307283A1_I_> 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 j ^PCT/EP92/02234 



8/62 



FIG. 6(2/2) 




o 

Q_ 



ERSATZBLATT 

. i-iio joor£OOAi_i_j i 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 




WO 93/07283 



10/62 



CT/EP92/02234 



CD 

CO 



L. 







CO 
-4- 
CD 

CM 



CO 

+ 



fr(|B6)+(BTft) ndt7(|B6) 
(B-rttr) ndfr(|BB) 

(6*2 l) ndji 



o 
+ 

CD 
O 



(uaq-TGL[UTaq.tioT r i) 



ERSATZ3LATT 



bwsuucid. *.wo„sjuriaa»i_i_j 



WO 93/07283 



PCI7EP92/02234 



11/62 



03 

a 
u 

•H 
> 

0 

c 

< 



000 039 




000 OZS 0V 



ooo oez v 



(drib i) ndjv 
(Brltr) SIcMpsB) 
(6rffr) ndfr(l«B) 

QQ 




(Btfn) idjv 
(6iii7) Sldt7(|B6) 
(6rl^) ndfr(|B6) 
(Brtfr) 06SsA-id 
(6t19) ndjjw 



o ^ 



q. x a x q.^fB a sbj g j t z 



ERSATZBLATT 



: <WO 9307283A1J_> 



WO 93/07283 ^^PCT/EP92/02234 



12/ 62 



6 32£8£ ^^^^^^^^^^ 






C7V 


c 

<D 

rH 
rH 
0 

Csl 

ON 

X) 

o 

rH 

-J 
>- 

z 

o 

vO 


fr"88893 ^^^^^^ 




• 

O 


901831 §§§^ 


o 


O 


^^^^^^^^^ 






—J 

8™ 


l'£S£ 
YZ& 


00 


O 


r- 


o 


^« 1 V\\\V 

9S9A 






J— — 


i'9kh 


in 


* 

o 




o 


391S61 §§§§§§§§§ 


K> 




O C7v 


Z.' 18M E 

b 

8>8l 


CM 


• 

O 




o 



o 
o 
o 
o 

00 



o o 

o o 

o o 

o o 



o 
o 
o 
o 
in 



o 
o 
o 
o 



o 
o 
o 
o 
ro 



o 
o 
o 
o 



o 
o 
o 
o 



K) 

o 



a 



■a 



03 
CD 

c 
o 



u: 



ERSATZBLATT 



«.wo ooorcoonij.j 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



13/62 




0 
0 

I £3 



■ 1 1 


r 1 1 


— r ■ 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


in 


\r 





O 
O 

o 



o 
o 
o 



CD 



\0 



in 



to 



to 
o 



00 



r- =1 

«7 



-» 5 



O C7» 

ON =1 



CD 



o 



>- 
£ 

=4 



C 

^> 

ts) 

o 

sz 

a 

E 

E 

•H 



o 

rH 



ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

U/62 




ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



QQ 

f — . 



15/62 



Of 
Of 

h- —J 



o 



o 



in 
o 



o 



o 



O 



Mil I I I 



■ ■ !■ ■ 1 Li Ml ■ ■ ■ t. ■ 




o 
o 



O 
O 
CN 



o 



o 
o 



1 1 ■ i ■ 1 1 1 i 



v£> 
O 



(iui/njd) -i^iix 



BNSDOCID: <WO 93072B3A1_I_> 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



16/62 



PCT/EP92/02234 



O 

o 



o 



o 



o 



o 



in 
o 



o 



Lai ill l h 



Urn hi i 




C7v 
O 



CD 
O 



o 



• — r 1 

O 



■ 

4° 



ir> ^ w 
o o o 



ERSATZ3LATT 



Biwuuciu. mo yjuu80tti_i_j 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



17/62 

FIG . 12B 




ERSATZBLATT 

BNSOOCIO: <WO 9307263A1J_> 



WO 93/07283 



1000000 - 



1 00000 ^ 



1 0000 - 



c 
c 

'3 iooi 

+-> 
o 

•H 

10 



CT/EP92/02234 



18/62 

F/G . 73 




1 x 10 u NIH3T3 Zellen 



6 pg pRSVL/12 yig pLTf 



Chloroquin 
RVS (ml) 



BmaoociD unro aoorioom j_» 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



19/62 



FIG . U 



1 000000 - 



c 

CD 
4-> 
•H 

CD 
-C 

c 

•H 

-p 

s: 

o 

*H 



1 00000 



1 0000 -s 



1000 



100 

Chloroquin 

10XRVS (ml) 
RVS ( ml > 




ERSATZBLATT 

BNSDOCID: <WO 9307283A1_I_> 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



20/62 

FIG. 15 



20000 



c 

*H 

<D 

c 

•H 

0) 
-P 

x: 

o 

•H 

_3 



10000 - 



0 - 



oo 

CM 

in 



in 

K> 



Chloroquin 
RVS(ml) 
lOXRVS(ml) 

pLTf (pg) 
pL90 (pg) 
hTf (pg) 




in 
in 




■rem- 



12 



0.6 



12 



12 



0.6 



0.2 



12 



0.2 



12 



900 



1 x 10 6 NIH 3T3 Zellen6 ^ pRSVL 



ERSATZBLATT 

DHOOOOID. KfiO 3O0rCQOrtl_l_i 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



21/62 



FIG. 16 



C 
CD 
-P 
*H 

<V 

C 
•H 

CD 
-P 

jC 

O 
•H 



80000 - 



60000 - 



40000 



20000 - 



Monensin (pM) 
NH 4 CI(mM) 
RYS (ml) 




BNSDOCID: <WO 9307283A1 J_> 



WO 93/07283 



PCI7EP92/02234 



22/62 




DNGDGOIDi »YYQ 90flrt«8iM J. 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



O O 

o o 

o o 

o o 

o o 

O CO 



o 
o 
o 
o 
o 

CD 



o 
o 
o 
o 
o 



"T 

o 
o 
o 
o 
o 

CO 



(U9q.T9Lfuiaq.Lion ) 



23/62 

(5Tf8l)ld9id +(5Ti9)ndji 
(STisihds^ +(6Ti 9 )-|dji 

{BHz)id+{6Ti9hdu 



N. .N..N.._V_>_ X,_N..V.. N_.V_..,N_ N 
NXXNNXN.N'NXVX 



XXXXXXXXXXXXXXX 
XXXXXXXXXXXXXXX 



X 

X* 



(6-ri2i)nd9id + (6^9)ld|i 



(6Ht,) n d 



■ 111 I I I JIHllll I JIIIMI I Jlllll I I 

CD in "^3" CO CM 

o o o o o 



00 

CO 

c: 



BNSOOCIO: <WO 9307283A1_ 



ERSAT2BLATT 



WO 93/07283 



PCI7EP92/02234 



2^/62 




□IOOOGID. UTfO JOOriOOm J_j 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 




in au a. a. 

Cd H P H 

Cm 



-H 

NJ 

-J 

FIG.20C 

100 

Durchl . (%} 

a lnflu2pL1:1 SO 
a lnf!u2pL3:1 
■ lnl!u2pL8:1 

0 



ERSATZBLATT 

BNSOOCID; <WO 9307283A1J_> 




t [mini 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



26/62 



FIG . 21 







<r - - 

i , * " - i. -^-J/ 




■ -- - - - t:g ?g£ 

^.'■-.^ a : . ... ; - -V^,:'^ 

,s-„ > ar .tff\ ~" -■-* * -TV 1 -'' 

yt-^r 1 . ■" • ■ F- * ■.: y -V ' 





ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



27/62 



CD 



£3 

CO 

a, 



o o 

O NT 
CO 

O 

o 



55 



-J 



o 

ON 

a, 



O 

u 
o 



3 

o 

a 

a> 



81A601 K\\\\\ 



(N 



66S88 ^ 
0S860£ K\\^\V 



b 



b 



b 



Z8£A£8 K\\\\\\\\( 
t>SZS69 ^ 



0191309 



S3Z.SZ.08 || 



S1092 



>in ii n' ~ f T? r 
ON CO 

o o 



— p 
o 



m i l I y m 
O 



in 
o 



o 



c 



CD 



CM 



CO 



O* 



as 

<u 
W 
in 
o 



vO 



CM 



CM 



VD 



CM 



O 



ERSATZBLATT 



BNSDOCID: <:WO 9307283A1J 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



28/62 



FIG. 22 B 
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